Caractérisation d'interactions moléculaires entre P. aeruginosa et S. aureus co-isolés d'infections respiratoires chroniques chez les patients adultes atteints de fibrose kystique by Fugère, Alexandre

CARACTÉRISATION D’INTERACTIONS MOLÉCULAIRES ENTRE  
P. AERUGINOSA ET S. AUREUS CO-ISOLÉS D’INFECTIONS RESPIRATOIRES 
CHRONIQUES CHEZ LES PATIENTS ADULTES ATTEINTS  










mémoire présenté au Département de biologie en vue  
de l’obtention du grade maître ès sciences (M.Sc.) 
 
 
FACULTÉ DES SCIENCES 
UNIVERSITÉ DE SHERBROOKE 
 
Sherbrooke, Québec, Canada, le 20 mai 2014  
ii 
Le 20 mai 2014 
 
le jury a accepté le mémoire de Monsieur Alexandre Fugère 
ds sa version finale. 
 
Membres du jury 
 
Professeur François Malouin 
Directeur de recherche 
Département de Biologie 
 
Professeur André Cantin 
Codirecteur de recherche 
Département de Médecine 
 
Professeur Eric Frost 
Membre interne 
Département de Microbiologie et d’Infectiologie 
 
Professeur Sébastien Rodrigue 
Président-rapporteur 






La fibrose kystique est une maladie autosomale récessive multisystémique se 
manifestant principalement au niveau du système respiratoire et digestif. En raison 
d’une altération de la protéine régulatrice CFTR, l’équilibre ionique chez les cellules 
de l’hôte est déficient. Il en résulte, entre autres, une sécrétion et une accumulation 
d’un mucus pulmonaire très consistant. L’évacuation du mucus étant très fastidieuse 
chez les patients atteints de fibrose kystique, l’élimination des particules et bactéries 
des voies respiratoires est inadéquate. Cet aspect de la maladie participe 
grandement à sa progression, car l’établissement d’infections bactériennes 
chroniques contribue principalement à l’effet délétère sur la santé respiratoire des 
patients atteints de fibrose kystique. 
 La colonisation du mucus pulmonaire par les bactéries pathogènes est le sujet 
de nombreuses recherches extensives dans le contexte de la fibrose kystique. La 
présence d’une diversité microbienne dans les voies respiratoires est connue depuis 
longtemps, mais avec les techniques récentes d’analyse moléculaire, il a été constaté 
que celle-ci peut présenter une très grande richesse qui était préalablement non 
détectée par les méthodes d’isolement classiques. Les interactions et comportements 
adoptés par les populations polymicrobiennes du microbiome FK dans la progression 
de la maladie sont maintenant de grand intérêt. La virulence des principaux 
pathogènes en FK a préalablement et exhaustivement été décrite de façon 
spécifique. Parmi les plus notoires, comme Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa et Burkholderia cepacia, certains utilisent des systèmes de 
communication cellulaire élaborés («quorum sensing») dans le but de réguler leur 
virulence. 
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  De nouvelles voies de recherche sont construites sur la suggestion qu’une 
population polymicrobienne peut être perçue comme un seul agent infectieux. Notre 
étude a été conduite afin de documenter les possibles réponses interespèces entre 
S. aureus et  P. aeruginosa suite à l’échange de molécules sécrétées dans le cadre 
du «quorum sensing». Pour ce faire, nous avons caractérisé un éventail d’interactions 
existantes entre des isolats cliniques des deux pathogènes d’intérêt. Nous avons 
également développé un modèle nous permettant de mieux comprendre l’impact de 
la coexistence sur leur pathogenèse. Inévitablement, l’étude vise à définir l’instance 
de la présence simultanée des deux bactéries dans l’établissement d’infections 
chroniques chez les patients atteints de fibrose kystique ainsi que sur leur santé 
respiratoire.  
 Cette étude tente ultimement de contribuer à l’effort visant à comprendre 
l’importance des interactions polymicrobiennes dans un contexte infectieux dans le 
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1.1 La fibrose kystique et les infections pulmonaires 
 
La fibrose kystique (FK) est une maladie autosomale récessive dont la 
principale cause de mortalité chez les patients est attribuable au développement de 
défaillances respiratoires progressives (Zemanick 2011). La détérioration des voies 
pulmonaires est causée notamment par l’inflammation associée aux infections 
bactériennes chroniques qui s’y établissent. Étant donné leur forte prévalence ou leur 
virulence accrue, l’intérêt scientifique s’est principalement focalisé sur des espèces 
comme Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Burkholderia cepacia 
(Beck 2012; CysticFibrosisCanada 2011). Ceci étant dit, on sait que les poumons des 
patients FK abritent une flore importante composée de nombreux organismes 
différents. La composition du microbiome pulmonaire est un sujet de plus en plus 
discuté et son rôle dans le développement d’infections est devenu préoccupant. Les 
flores bactériennes pulmonaires étaient la plupart du temps associées aux maladies 
respiratoires. Cependant, on a dernièrement prouvé que les poumons de personnes 
saines, longtemps crus stériles, étaient aussi colonisés par des bactéries (Beck 
2012). Il devient donc d’une importance capitale d’effectuer une comparaison 
exhaustive des flores respiratoires d’humains sains et des flores infectieuses liées 




1.2 Flore normale et flore associée à la fibrose kystique 
 
Il a longtemps été soutenu dans la communauté scientifique que les poumons 
de personnes saines étaient dépourvus de populations microbiennes, stériles. 
Cependant, avec l’émergence de technologies plus avancées comme le séquençage 
à haut débit, il est maintenant possible d’effectuer des analyses plus représentatives 
que celles effectuées avec les techniques traditionnelles utilisant la culture 
bactérienne. Très peu d’études ont été conduites à ce jour sur l’analyse du 
microbiome du poumon sain, néanmoins des groupes de recherche rapportent que 
les genres bactériens les plus présents sont Pseudomonas, Streptococcus, 
Prevotella, Fusobacteria, Veillonella (Beck 2012; Erb-Downward 2011; Hilty 2010; 
Huang 2011). Cela dit, l’étude du microbiome pulmonaire normal nécessite beaucoup 
d’approfondissement, car les quelques études effectuées se basent principalement 
sur des groupes d’échantillons de petite taille et ne sont pas effectuées de façon 
longitudinale (Kuczynski 2012). D’autres contraintes d’ordre clinique compliquent la 
représentation fidèle du microbiome normal. Premièrement, les résultats 
d’identification microbienne après échantillonnages semblent varier selon les 
différentes méthodes de prélèvement possibles. Certaines études ont utilisé des 
prélèvements effectués simultanément à l’intubation de sujets admis à l’hôpital 
(Flanagan 2007). D’autres groupes de recherche ont plutôt procédé à des lavages 
broncho-pulmonaires ou des brossages bronchiques ou du parenchyme du poumon 
(Charlson 2011). Il a été documenté que la flore détectée pouvait varier selon 
l’endroit dans le poumon ou est effectué le prélèvement (Erb-Downward 2011). 
D’autres évidences suggèrent plutôt que la composition microbienne du poumon est 
une représentation directe de la population bactérienne rencontrée dans les voies 
respiratoires supérieures, mais retrouvée en quantité inférieure de biomasse 
(Charlson 2011). De plus, la caractérisation d’une population microbienne pulmonaire 
semble être biaisée, car les résultats phylogénétiques varient en fonction de la 
technique de biologie moléculaire utilisée. Des études se sont concentrées à la 
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comparaison de ces dîtes techniques en utilisant le poumon FK comme principal 
exemple. Selon la méthode utilisée, que ce soit le séquençage à haut débit, 
l’utilisation de puces phylogénétiques ou bien le RFLP, les résultats diffèrent 
grandement (Doud 2009; Doud 2010). En considérant ces facteurs, l’analyse du 
microbiome du poumon de personnes non atteintes de FK est encore à ses débuts. Il 
est également à noter que les poumons de personnes saines contiennent une charge 
microbienne nettement inférieure à celle retrouvée chez les patients FK, ce qui en 
complique également l’étude (Sze 2012). 
 
 Des populations microbiennes associées à la fibrose kystique, les plus 
documentées sont celles constituées d’espèces pathogènes opportunistes comme 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus et Burkholderia cepacia étant 
donné qu’elles sont grandement associées aux bris tissulaires pulmonaires, 
participant au progrès de défaillances respiratoires (de Vrankrijker 2010). Cependant, 
un intérêt grandissant est porté sur le microbiome dans son ensemble ainsi que son 
impact sur l’état de santé des patients atteints de FK (Beck 2012). Il est à noter que 
les poumons de patients FK constituent un environnement stable, adéquatement 
tempéré et riche en composés organiques pour favoriser la prolifération de 
nombreuses espèces bactériennes (Guss 2011). Comme les voies respiratoires de 
chaque patient constituent des environnements distincts, il est difficile de cerner de 
façon précise une flore directement attribuable à la fibrose kystique. Or, il devient 
évident que l’indice de diversité microbienne détecté dans un poumon a un impact 
sur la santé du patient (Zemanick 2011). Des études ont été réalisées dans le but 
d’observer le niveau de diversité microbienne présent selon l’âge des patients FK. 
Une étude réalisée par Cox et al. a démontré qu’une diversité microbienne des voies 
respiratoires réduite pouvait être liée à des fonctions pulmonaires altérées ainsi 
qu’aux âges plus avancés des patients FK. De plus, un suivi longitudinal pédiatrique 
a été effectué chez des patients jusqu’à l’âge de 11 ans. Il a été remarqué que chez 
ces patients, l’indice de diversité augmente avec l’âge. Cette réalité disparait 
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cependant à l’âge adulte, où l’on remarque plutôt une diminution de la diversité avec 
le temps (Cox 2010). D’autres groupes de recherche ont également pu valider ces 
observations (Klepac-Ceraj 2010). Également, il a été rapporté que les patients 
souffrants d’infections chroniques et en phase terminale sont infectés de façon 
dominante par P. aeruginosa alors que les patients qui ne sont pas en phase 
terminale possèdent une flore respiratoire plus diversifiée et caractérisée par une 
présence plus équilibrée de S. aureus, H. influenzae, S. maltophilia, B. cepacia ainsi 
que par différentes espèces de Candida et Aspergillus (Rudkjobing 2012). Il est 
également intéressant de noter qu’il a été documenté que la richesse en diversité 
microbienne respiratoire observée chez les patients FK pouvait également être 
dépendante de facteurs génétiques. En effet, il a été démontré que le niveau de 
diversité présent diminuait plus rapidement chez les patients hétérozygotes pour la 
mutation ∆F508 de la protéine CFTR en comparaison avec des patients homozygotes 
ou tout simplement exempts de cette mutation (Cox 2010).  
 
 On sait depuis longtemps qu’il y a présence de microorganismes anaérobes 
dans les poumons de patients FK (Jewes 1990). Or, les techniques récentes 
d’identification microbienne nous permettent désormais de mieux les quantifier et 
potentiellement connaitre leur rôle dans le microbiome associé à la fibrose kystique. 
Le groupe de Tunney et al. (Tunney 2008) a observé, dans un groupe de patients 
adultes stables, que 64 % des échantillons d’expectorations contenaient de grandes 
quantités d’individus d’espèces anaérobes variant de 104 à 107 UFC/ml. Parmi ceux 
retrouvés, les genres les plus communs étaient Prevotella, Actinomyces, Veillonella 
ainsi que Propionibacterium. Le groupe a également observé la flore anaérobe des 
patients d’âge infantile. Certains résultats observés confirment la présence de 
microorganismes anaérobes dans les lavages bronchoalvéolaires, distribués selon 
une variété similaire d’espèces, mais représentés en plus petits nombres. Les 
similarités observées dans les flores anaérobes des patients FK ne sont cependant 
pas une réalité chez les personnes non atteintes. Les espèces anaérobes détectées 
4 
chez des personnes adultes saines sont représentées par de faibles quantités 
d’Actinomyces et Streptococcus variant de 102 à 105 UFC/ ml d’expectorations. 
Seulement une rare présence de Prevotella est documentée, tout comme l’absence 
de Veillonella et Propionibacterium. Les résultats obtenus par ce groupe suggèrent 
également qu’une infection chronique à P. aeruginosa augmente les chances de 
présence de bactéries anaérobes. Cependant, davantage d’études seront 
nécessaires pour tirer des conclusions irréfutables. En effet, d’autres groupes de 
recherche ont obtenu des résultats sensiblement distincts. Une étude, menée auprès 
de 45 patients atteints de FK, a démontré que des anaérobes ont été détectés dans 
91 % des cas, mais attribuant une incidence de seulement 4 cas uniques pour le 
genre Prevotella. Également, contrairement aux résultats discutés ci-haut, la 
présence de P. aeruginosa ne semble pas indiquer une plus forte prévalence des 
espèces anaérobes. Ces divergences de résultats peuvent être dues à des facteurs 
géographiques, entre autres (Worlitzsch 2009). 
 
1.3 Interactions inter-espèces du microbiome FK 
 
En considérant la très grande diversité microbienne présente dans la 
proportion plus restreinte d’environnements distincts disponibles, de multiples 
interactions chimiques et physiques spécifiques parmi différentes espèces se sont 
développées au cours des milliers d’années d’évolution (Peters 2012). En fonction du 
contexte et de l’environnement accessible, les microorganismes ont évolué afin 
d’adopter des comportements mutualistes, voire même synergiques, facilitant et 
optimisant la coexistence avec d’autres espèces dans le partage de surfaces ainsi 
que l’utilisation de métabolites secondaires, par exemple. D’autres ont plutôt acquis 
des mécanismes compétitifs et antagonistes dans le processus de co-colonisation 
(Peleg 2010; Peters 2012). Un intérêt grandissant pour les interactions existantes 
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entre les principaux pathogènes recensés en FK a permis de caractériser diverses 
relations inter-espèces.  
 
Bien que considérés individuellement comme des plus redoutables en FK, peu 
d’interactions étaient soupçonnées entre les deux espèces pathogènes, outre 
l’incidence occasionnelle d’infection sévère à B. cenocepacia, établies 
subséquemment à une infection chronique à P. aeruginosa coïncidant habituellement 
en une rapide diminution du pronostic du patient (McCloskey 2001; Jones 2004). Or, 
de récentes recherches ont mené à la modélisation d’une relation synergique entre 
des isolats cliniques de Burkholderia cenocepacia et Pseudomonas aeruginosa, dans 
l’établissement de biofilms importants en biomasse qui pourraient contribuer au déclin 
accéléré de la qualité respiratoire observée chez les patients (Bragonzi 2012). 
L’étude des infections polymicrobiennes en FK a permis d’observer d’autres 
phénomènes où la virulence de P. aeruginosa semblerait bénéficier de la présence 
d’une autre espèce microbienne, pathogène ou non (Pihl 2010; Riedel 2001b; Mowat 
2010). La présence du groupe des Streptococcus milleri (SMG), qui englobe trois 
espèces de streptococcie d’importance clinique, a été recensée dans un pourcentage 
élevé des phases d’exacerbation du patient lors d’infections aiguës à P. aeruginosa 
(Sibley 2008; Sibley 2011). En effet, des traitements thérapeutiques ciblant 
spécifiquement les SMG, lorsque présents, ont mené à la résorption des symptômes 
d’exacerbations (Sibley 2009). D’un autre point de vue, O’toole et al. a démontré que 
la plus grande abondance des SMG se retrouve chez les patients stables 
cliniquement. Ils suggèrent plutôt que des niveaux modestes de S. parasanguis, S. 
salivarius ainsi que du groupe des S. milleri peuvent accroître la diversité 
microbienne du poumon FK, ce qui bonifie la santé du patient. Seulement en 
présence surnuméraire de SMG qu’il pourrait y avoir accroissement de la 
pathogénicité ainsi que la détérioration clinique (Filkins 2012). Par ailleurs, on a 
également démontré que le 4-hydroxy-2n-heptylquinolone-N-oxide (HQNO), 
métabolite secondaire de P. aeruginosa, pouvait induire une augmentation de la 
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formation de biofilm ainsi que promouvoir l’émergence du variant à petites colonies 
(SCV) de Staphylococcus aureus (Mitchell 2010b). Ce phénotype, caractérisé par 
une croissance ralentie et une virulence atténuée, possède une capacité 
d’internalisation cellulaire accrue et une forte production de biofilm (Mitchell 2011). 
Cette description est avantageuse dans le contexte d’infections chroniques, car elle 
réduit le caractère immunogène de la bactérie et facilite son évasion du système 
immunitaire (Lyczak 2002). Également, il a souvent été discuté que la structure du 
biofilm pourrait contribuer, de façon importante, à la persistance des infections 
respiratoires, documentées chez les patients atteints de FK, car il diminue l’efficacité 
des traitements antibiotiques utilisés pour contrer les infections (Hassett 2010).  
 
1.4 Traitements thérapeutiques contre les populations microbiennes 
 
Les traitements antibiotiques conférés aux patients, qu’ils soient routiniers ou 
administrés lors de phase d’exacerbation aigüe, provoquant une déstabilisation de la 
charge microbienne présente dans la flore respiratoire (Zhao 2012). La diversité 
bactérienne, néanmoins, recolonise les poumons et le tractus respiratoire selon le 
temps (Zhao 2012; Cox 2010). En effet, dans les cas de maladies ou d’infections 
chroniques comme celles rencontrées en FK, les traitements administrés semblent 
induire une forte pression de sélection sur la composition du microbiome (Goerke 
2010). Cette pression induite demeure la principale source de modulation des 
populations microbiennes retrouvées dans les voies respiratoires des patients, et ce, 
en considérant la variation substantielle et interpersonnelle entre chaque individu 
(Lynch 2013). Avec de plus en plus d’évidences que les interactions inter-espèces 
sont de grande instance dans les infections pulmonaires associées à la FK, il semble 
devenir important de considérer une population polymicrobienne comme une seule 
entité pathogénique dans l’administration de traitements thérapeutiques (Delhaes 
2012). Des études, dirigées sur la stabilité des communautés microbiennes 
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pulmonaires dans le temps, ont pu démontrer que la richesse de diversité 
microbienne diminue avec l’âge du patient de façon générale, mais est également 
associée à des fonctions respiratoires supérieures (Cox 2010; van der Gast 2011; 
Klepac-Ceraj 2010). Durant les suivis thérapeutiques conférés en phase 
d’exacerbations chez les patients, il a été observé qu’il y avait peu de changements 
quant aux communautés bactériennes retrouvées dans les échantillons 
d’expectorations durant et suivant les traitements antibiotiques (Tunney 2011). 
Cependant, il est important de noter que les traitements sont souvent dirigés 
spécifiquement contre P. aeruginosa, procurant très peu voire aucune altération de la 
charge microbienne constituée d’espèces distinctes (Tunney 2011). Il a également 
été confirmé qu’un traitement donné en prophylaxie afin de prévenir une infection 
initiale à P. aeruginosa ne devrait pas être recommandé, car ceci n’a aucun effet sur 
l’incidence d’acquisition subséquente du pathogène par l’hôte et par le fait même, 
augmente les chances de sélectionner d’autres pathogènes (Doring 2012). 
L’espérance de survie des patients atteints de fibrose kystique a été 
considérablement augmentée au cours des dernières décennies grâce à différentes 
mesures. Parmi celles-ci, le diagnostic précoce de la maladie, les suivis de santé 
effectués par des équipes multidisciplinaires spécialisées, une attention particulière à 
l’alimentation ainsi qu’un usage stratégique des antibiotiques afin de contrôler les 
infections chroniques, couplées à une utilisation plus accrue d’antibiotiques 
intraveineux durant les phases d’exacerbation. (Reid 2011; Dodge 2007) Une récente 
étude recensant la charge viable de P. aeruginosa durant les phases d’exacerbation 
chez des patients d’âge adulte a permis de solidifier l’hypothèse que ces périodes de 
défaillances respiratoires ne sont pas attribuables à une augmentation de la présence 
de P. aeruginosa mais bien à une diminution de la diversité microbienne présente 
(Reid 2013). 
 
 La grande attention portée aux soins prodigués ainsi que l’accroissement des 
connaissances quant à l’évolution de la maladie chez les patients a mené à une 
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vision différente des infections chroniques associées à la fibrose kystique. On connait 
depuis longtemps quels sont les pathogènes les plus redoutables en fibrose kystique 
en ce qui concerne la virulence, persistance ainsi que la dissimulation de ceux-ci. Les 
plus prévalents étant Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus,  pour leur 
important éventail de facteurs de virulence, grande capacité à acquérir de résistances 
aux antibiotiques et d’adaptation à leur environnement. Ces aspects ont fait de ces 
pathogènes les plus préoccupants dans le contexte respiratoire en fibrose kystique, 
étant donné leur facilité à s’évader du système immunitaire de l’hôte. Or, le 
développement de techniques plus accrues dans la détection d’espèces 
microbiennes présentes dans le mucus pulmonaire a mené à la découverte de 
possibles rôles attribuables à des espèces qui, jusqu’ici, ne présentaient pas 
d’inquiétudes en lien avec les infections respiratoires chroniques. L’intérêt émergent 
et grandissant pour l’étude des microbiomes entraîne une nouvelle école de pensée 
portant les communautés bactériennes diverses, plutôt que les espèces seules, à 
être reconnues comme agent infectieux potentiel. Cette réalité s’applique fortement 
dans la progression de maladies pulmonaires chroniques comme la fibrose kystique, 
dont la production altérée du mucus respiratoire potentialise la colonisation et 
l’établissement d’une très grande diversité microbienne. Il devient donc de première 
instance de considérer la richesse des populations polymicrobiennes dans le 
monitorage et le traitement des défaillances respiratoires chroniques chez les 
patients atteints de fibrose kystique. 
 
1.5 Biofilm polymicrobien dans les infections chroniques 
 
Avant même qu’on parle de biofilm, les premiers constats médicaux ont 
documenté des agrégats ou masses de bactéries, initialement attribués aux infections 
chroniques à P. aeruginosa, dans les poumons de patients atteints de fibrose 
kystique (Bjarnsholt 2013; Holby 1977b; Holby 1977a). Aujourd’hui, presque quatre 
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décennies plus tard, les connaissances sur le biofilm, sa structure et son implication 
dans divers contextes, biotiques ou abiotiques, ont grandement augmenté. Le biofilm, 
qu’on pourrait parfois caractériser de matrice d’ancrage et/ou de dôme protecteur, est 
une construction hétérogène constituée notamment de débris cellulaires, d’ADN 
extracellulaire ainsi que d’exopolysaccharides (Seidl 2008; Begun 2007; Cataldi 
2013). On a également révélé la présence de biofilm dit protéo-dépendant, établi 
principalement par l’utilisation de protéines extracellulaires (Mitchell 2013; Gil 2013). 
Le biofilm procure aux populations bactériennes une facilité de colonisation de leur 
environnement, une barrière contre les mécanismes de défense de l’hôte ainsi qu’une 
protection des molécules antibiotiques ou désinfectantes (Begun 2007; Hassett 
2010). Toutes ces caractéristiques sont de grande importance dans les infections 
chroniques respiratoires associées à la fibrose kystique (Bjarnsholt 2010; Bjarnsholt 
2013; Deligianni 2010; Kobayashi 2009; Mitchell 2010b; Tuchscherr 2011; Cataldi 
2013; Lyczak 2002; Proctor 2006). Si bien que le biofilm, facteur colonisateur connu, 
joue également le rôle de facteur de virulence en agissant à titre de procédé 
pathogénique (Mitchell 2010b; Cataldi 2013). En fibrose kystique, l’effet délétère 
perçu sur les capacités respiratoires des patients, qui leur sera ultimement fatal dans 
la majorité des cas, survient de façon progressive suite à la succession d’incidences 
d’infections aigues et d’inflammation soutenue (Cataldi 2013; Deschaght 2013). 
Donnant lieu à des bris tissulaires, de l’inflammation ainsi qu’un effet négatif sur 
l’efficacité structurale des poumons, ces épisodes d’exacerbation pulmonaire sont en 
fonction d’une persistance accrue des agents pathogènes (Deschaght 2013; Ulrich 
2010; Brennan 2008; Heijerman 2005). Le biofilm participe grandement à donner le 
caractère chronique aux infections bactériennes puisqu’il contribue à la dissimulation 
ainsi qu’à la dissémination des populations infectieuses, nuisant à leur éradication par 
le système immunitaire de l’hôte (Gil 2013; Ciofu 2012). De nombreuses études 
récentes font état de l’importance de s’intéresser aux populations polymicrobiennes 
ainsi qu’à leurs interactions avec l’hôte et entre elles dans l’environnement 
pulmonaire associé à la fibrose kystique (Sibley 2011; Zemanick 2011; Sibley 2009; 
Lynch 2013; Twomey 2013).  
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 1.6 Adaptation des populations polymicrobiennes au poumon de l’hôte 
 
Un nombre limité d’espèces microbiennes ont été identifiés comme 
d’importants pathogènes en FK parmi lesquels on retrouve Pseudomonas 
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Burkholderia cenocepacia et Haemophilus 
influenzae (Hoffman 2013; Twomey 2013; Lyczak 2002). Le rôle spécifique de la 
composition du microbiome FK et son impact sur l’émergence de sous-populations 
chez les différentes espèces sont encore mal connus (Lynch 2013). Cependant, 
plusieurs observations suggèrent que la co-existence entre les différentes espèces 
microbiennes, dans l’environnement instable du poumon FK, favorise l’apparition de 
nouveaux clones métaboliquement adaptés (Besier 2007; Bjarnsholt 2010; Goerke 
2010; Tuchscherr 2011; Hauser 2011). Ce type de modifications génétiques semble 
procurer des avantages de sélection aux microorganismes comme P. aeruginosa, 
durant les infections chroniques en FK (Smith 2006). Ceci pourrait expliquer en partie 
l’émergence de souches dîtes épidémiques en FK (Scott 2004). 
 
Chez P. aeruginosa, S. aureus, de même que chez H. influenzae, le caractère 
hypermutable de certaines souches permet une grande plasticité du génome 
bactérien (Besier 2008; Ciofu 2005; Hogardt 2007; Oliver 2000; Prunier 2003; Roman 
2004). De plus, une baisse de production de molécules antioxydantes durant la 
croissance en biofilm dans les conditions anoxiques des cavités inférieures 
pulmonaires contribue à augmenter le nombre de nouvelles mutations (Boles 2004; 
Driffield 2008). De ce fait, l’acquisition de mutations ponctuelles se fait plus aisément 
en réponse à l’environnement du mucus pulmonaire et il en résulte l’obtention d’un 
éventail de populations clonales génétiquement rapprochées mais présentant 
certaines modifications uniques au niveau de certains gènes (Smith 2006). 
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L’environnement pulmonaire procure ensuite les conditions favorisant la croissance 
des clones dont les adaptations phénotypiques procurent un avantage de sélection 
(Hogardt 2007; Nguyen 2006; Smith 2006). Des analyses temporelles d’échantillons 
provenant d’un même patient ont démontré que des changements majeurs étaient 
observables pour un même haplotype de P. aeruginosa (Mowat 2011). 
 
Bon nombre d’études récentes ont documenté les changements, dans les 
mécanismes de régulation de P. aeruginosa, subséquents à l’adaptation de la 
population bactérienne à l’environnement pulmonaire des patients atteints de FK 
(Mowat 2011; Goerke 2010; Ciofu 2012). Hunter et al ont réussi à négativement 
corréler la présence de phenazines produites par P. aeruginosa avec la santé 
respiratoire des patients (FEV1) et le niveau de diversité microbienne retrouvé 
(Hunter 2012). Largement étudié et principalement associé aux phases 
d’exacerbation pulmonaire, P. aeruginosa possède un système complexe de 
«Quorum-Sensing» (QS) composé de trois paliers de régulation différents (Mitchell 
2012). Par le biais d’une batterie de molécules chimiques issues du QS, P. 
aeruginosa régule sa virulence au sein de sa population, en fonction de sa densité 
(Dubern 2008), D’une autre part, il a été démontré que certaines molécules produites 
par P. aeruginosa étaient utiles dans la communication inter-espèces, notamment 
dans le biofilm polymicrobien associé aux infections respiratoires chroniques en FK 
(Reen 2011). Il a été démontré que Burkholderia cepacia pouvait reconnaitre les 
molécules de N-acyl homosérines lactones produites par P. aeruginosa pour réguler 
sa propre virulence et qu’en situation de co-infection, il y a stimulation de la formation 
de biofilm ainsi qu’une plus importante réponse inflammatoire chez l’hôte (Bragonzi 
2012; Riedel 2001a; Biswas 2009; Hoffman 2006). Un autre exemple marquant 
d’adaptation issue du contexte pulmonaire FK est l’émergence du phénotype SCV 
chez S. aureus qui a été associée une forte production de biofilm, une atténuation 
d’expression de facteurs de virulence ainsi qu’une capacité accrue d’internalisation 
des cellules épithéliales (Mitchell 2010a; Mitchell 2011; Proctor 2006). Fonctionnant 
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également par l’entremise  de communication cellulaire (QS), des altérations au 
système agr et surtout au niveau de l’expression du facteur alternatif SigB 
expliquerait l’apparition de ce phénotype spécialisé aux infections chroniques. SigB 
est donc un régulateur dominant de la virulence chez les SCV (Mitchell 2013; Mitchell 
2010a; Moisan 2006). L’apparition de ce phénotype a également été observée suite à 
l’exposition de composés produits par P. aeruginosa (Mitchell 2010b). 
 
1.7 Modulation et évasion du système immunitaire de l’hôte 
 
 L’évacuation mucociliaire non inflammatoire des pathogènes étant déficiente 
chez les patients atteints de FK, le recrutement des mécanismes de défense 
inflammatoire est impérativement mené par le système immunitaire de l’hôte (Gibson 
2003; Knowles 2002; Bjarnsholt 2013; Ulrich 2010). De plus, les cellules immunitaires 
présentent des fonctions altérées chez les patients atteints de FK, diminuant leur 
capacité à phagocyter les particules présentes dans les voies respiratoires, incluant 
les pathogènes (Alexis 2006). Associé à la colonisation pulmonaire, le biofilm n’est 
pas seulement structuralement résistant, il joue également un rôle important dans 
l’évasion du système immunitaire par les bactéries. Thomas Bjarnsholt et son équipe, 
notamment par l’observation intraluminale de biofilm formé par P. aeruginosa dans 
des poumons explants de patients, suggèrent que le biofilm microbien est retrouvé 
sous forme d’agrégats dans le mucus pulmonaire plutôt qu’établi directement sur les 
cellules épithéliales comme il était initialement proposé (Bjarnsholt 2009; Bjarnsholt 
2013; Worlitzsch 2002). Premièrement, le biofilm réduit l’accès des neutrophiles 
polymorphonucléaires (PMN) et macrophages aux bactéries viables, altérant 
fortement la capacité de phagocytose. En combinaison avec la formation de biofilm et 
comme détaillé précédemment, les pathogènes du microbiome FK s’adaptent et 
développent des stratégies pour utiliser le système immunitaire altéré de l’hôte à leur 
avantage (Callaghan 2012). Dans les infections chroniques, P. aeruginosa est 
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souvent retrouvé présentant des phénotypes atténués dans la sécrétion de facteurs 
de virulence invasifs, pour optimiser la synthèse d’alginates et acquérir un phénotype 
mucoïde (Heurlier 2005; Hoffman 2009; Callaghan 2012; Damron 2011). On associe 
ce phénotype à une forte production de biofilm et rend la phagocytose impossible par 
les PMN (Callaghan 2012). S. aureus est attribué, notamment, au phénotype SCV qui 
lui permet de mieux internaliser les cellules infectées et procéder à une évasion 
efficace du système immunitaire de l’hôte.(Tuchscherr 2011; Mitchell 2010a; Mitchell 
2011) Jusqu’à maintenant, on connait très peu sur le comportement des populations 
polymicrobiennes quant à leur modulation possible du système de défense du patient 
atteint de fibrose kystique. 
 
1.8 Contexte, hypothèse et objectifs de recherche 
 
Les patients atteints de fibrose kystique (FK), dans la majorité, décèderont de 
défaillances respiratoires causées par des infections bactériennes chroniques 
pouvant être causées par des pathogènes opportunistes comme Staphylococcus 
aureus et Pseudomonas aeruginosa. S. aureus est retrouvé chez 45,7% des patients, 
alors que P. aeruginosa est retrouvé dans 42,4% des cas, faisant des deux espèces 
les plus souvent détectées en FK (CysticFibrosisCanada 2011). Ces deux espèces 
pathogènes se retrouvent donc souvent ensemble chez les patients adultes. Il est 
maintenant évident que les deux espèces, retrouvées dans les voies respiratoires des 
patients atteints de FK, sont capables d’interagir ensemble dans différents processus 
d’importance dans la pathophysiologie comme la formation du biofilm qu’on associe 
aux infections chroniques (Mitchell 2010b; Yang 2011; Mashburn 2005; Qazi 2006). 
Nous avons déjà démontré que le 4-hydroxy-2-heptylquinolone N-oxide (HQNO), un 
exoproduit de P. aeruginosa, induit l’émergence de S. aureus SCVs. De plus, le 
HQNO favorise la formation de biofilm par S. aureus. Ceci s’explique par la 
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génération de SCVs et par l’induction du facteur alternatif SigB chez S. aureus 
(Mitchell 2010b). 
 
 Notre hypothèse suggère que S. aureus et P. aeruginosa peuvent s’adapter 
pour coexister chez les patients atteints de FK en acquérant des mutations ou en 
modulant l’expression de certains gènes suite à l’échange de molécules sécrétées. 
Nous supposons donc la possibilité que S. aureus produits des composés pouvant 
exercer un effet sur le comportement de P. aeruginosa et vice-versa dans 
l’établissement d’infections respiratoires chroniques chez les patients atteints de FK. 
Ce projet utilise une banque de co-isolats cliniques de P. aeruginosa et S. aureus 
récoltés chez les patients FK afin d’étudier les interactions et les adaptations des 
deux espèces bactériennes. Un intérêt est également porté au niveau de l’impact de 
la coexistence des deux pathogènes sur la santé respiratoire des adultes atteints de 
FK. 
 
L’objectif principal du projet est d’évaluer l’impact des interactions moléculaires 
présentes entre S. aureus et P. aeruginosa sur la pathophysiologie associée aux 
infections respiratoires dont sont victimes les patients atteints de FK. Spécifiquement, 
les effets réciproques des exoproduits ont été caractérisés par leurs effets sur le 
biofilm et la virulence de l’espèce représentée en contrepartie. Le développement 
d’un modèle In vitro a permis de mettre en évidence, certains effets d’une 
coadaptation des espèces bactériennes entre elles. Finalement, des données 
récoltées relatives à la santé des patients ont été utilisées pour proposer des 
incidences des populations mixtes sur la condition respiratoire dans un contexte 









2.1 Introduction de l’article I 
 
Titre: Interspecific Small Molecule Interactions Between Clinical Isolates of 
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus From Adult Cystic 
Fibrosis Patients 
Journal: PLOS ONE, accepté le 12 décembre 2013  
DOI: 10.1371/journal.pone.0086705 
L’article ci-présent documente les résultats d’une étude dont le sujet s’insère 
dans un intérêt d’actualité en ce qui concerne les infections respiratoires chroniques 
en FK. Ce travail défini des interactions possibles et existantes entre deux 
pathogènes de haute instance dans la pathophysiologie associé la FK. Les 
interactions polymicrobiennes dans l’environnement pulmonaire des patients 
intéressent beaucoup de chercheurs et leur description pourrait avoir d’importants 
impacts  sur les cibles thérapeutiques et sur les traitements cliniques chez les 
patients. Le travail de cette recherche combine les travaux d’Alexandre Fugère et 
David Lalonde Séguin quant aux expérimentations en laboratoire, l’analyse des 
résultats ainsi que l’écriture de la publication. Gabriel Mitchell a grandement participé 
aux designs expérimentaux et à l’analyse des résultats. Éric Déziel et Valérie 
Dekimpe ont conduit les expériences d’analyses instrumentales en LC/MS. Pr André 
M Cantin a fourni tout le support nécessaire en ce qui concerne la collection de 
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données cliniques et leur signifiance tandis que Eric Frost a fourni un expertise en 
microbiologie clinique. Les travaux ont été dirigés par François Malouin. 
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Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus are the most prevalent 
pathogens in airway infections of cystic fibrosis (CF) patients. We studied how these 
pathogens coexist and interact with each other. Clinical isolates of both species were 
retrieved from adult CF patients. Culture supernatants from 63 P. aeruginosa isolates 
triggered a wide range of biofilm-stimulatory activities when added to the culture of a 
control S. aureus strain. The extent of biofilm formation by S. aureus was positively 
correlated to the levels of the 2-alkyl-4-(1H)-quinolones (AQs) Pseudomonas 
Quinolone Signal (PQS) and 2-heptyl-4-hydroxy quinoline N-oxide (HQNO) produced 
by the P. aeruginosa isolates. Supernatants from P. aeruginosa isogenic mutants 
deficient in PQS and HQNO production stimulated significantly less biofilm formation 
by S. aureus than that seen with the parental strain PA14. When studying co-isolated 
pairs of P. aeruginosa and S. aureus retrieved from patients showing both pathogens, 
P. aeruginosa supernatants stimulated less biofilm production by the S. aureus 
counterparts compared to that observed using the control S. aureus strain. 
Accordingly, some P. aeruginosa isolates produced low levels of exoproducts and 
also some of the clinical S. aureus isolates were not stimulated by their co-isolates or 
by PA14 despite adequate production of HQNO. This suggests that colonization of 
the CF lungs promotes some type of strain selection, or that co-existence requires 
specific adaptations by either or both pathogens. Results provide insights on bacterial 





Cystic fibrosis is a common life-shortening autosomal recessive disorder that 
manifests as clinical syndromes of chronic pulmonary infections, gastrointestinal 
disorder, nutritional and other abnormalities. However, the majority of individuals with 
CF ultimately succumb to respiratory failure primarily caused by chronic airway 
bacterial infections from mixed microbial communities [1]. In many cases, 
Staphylococcus aureus is predominant in infections occurring during childhood but 
colonization by Pseudomonas aeruginosa gradually increases as CF patients grow 
older. Nevertheless, S. aureus persists and is one of the most prevalent pathogens in 
adult CF patients along with P. aeruginosa [2,3,4]. Despite such documented and 
frequent co-colonization of S. aureus and P. aeruginosa, very little is known about the 
impact of polymicrobial infections on patient health. Also, it is now becoming obvious 
that bacteria found in CF airways interact together in several different ways 
[5,6,7,8,9,10,11,12]. It has been proposed that S. aureus could prepare the 
respiratory tract epithelia of CF patients to promote the subsequent colonization of P. 
aeruginosa [13]. Studies are needed to understand how these microbial interactions 
develop, affect the balance of colonization and the progression of disease [14].  
 
P. aeruginosa produces many extracellular molecules during its different growth 
phases. Synthesis of many of these compounds is controlled by quorum sensing (QS) 
regulatory systems. Their impact on other bacterial populations has also become an 
important research topic. Among QS-controlled pseudomonal factors, LasA, 
pyocyanin, hydrogen cyanide, and alkyl quinoline N-oxides have been reported to 
reduce S. aureus growth [15,16,17]. Prolonged growth of S. aureus with physiological 
concentrations of the P. aeruginosa exoproduct 4-hydroxy-2-heptylquinoline-N-oxide 
(HQNO) induces a sub-population of slow-growing, respiratory deficient S. aureus 
named small-colony variants (SCVs) [16]. We have also shown that S. aureus biofilm 
production is increased in presence of P. aeruginosa supernatant or HQNO, and that 
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the staphylococcal stress- and colonization-related alternative sigma factor B (SigB) 
is involved in this response [18]. Another class of pseudomonal QS-regulated 
molecules, the N-acylhomoserine lactones (AHLs), was also reported to affect S. 
aureus populations. At sub-inhibitory concentrations, long chain AHLs like N-(3-
oxododecanoyl)-L-homoserine lactone reduce exotoxins production and down-
regulate both agr and sarA expression in S. aureus [7]. To add to the complexity of 
these bacterial interactions, previous studies have demonstrated that the formation of 
biofilm by S. aureus can be influenced by agr [19], sigB [20] and sarA [21], while P. 
aeruginosa also produces the QS-regulated biosurfactant rhamnolipids, which can 
disrupt biofilms and show some inhibitory activity on Gram positive bacteria, such as 
S. aureus. [22,23,24]. 
 
Biofilms may play a major role in the development of chronic lung infections in 
CF. They confer to bacteria protection from host defenses as well as tolerance to 
some antibiotics that target active and dividing cells [13,25]. In addition, biofilms also 
provide protection against hydrodynamic shear forces, and biofilm infections are 
generally difficult to eradicate even in hosts with intact immune system [26,27]. In 
fact, it was estimated that biofilm formation is involved in 65% of nosocomial 
infections in the United States [28] and most chronic infections [29] [30]. Naturally-
occurring biofilms represent complex and integrated polymicrobial communities in 
which cell-to-cell signals may alter bacterial growth and virulence [31,32]. 
 
Considering the genetic diversity and hypermutability of P. aeruginosa isolates 
from CF lungs [33,34,35], the susceptibility of S. aureus to various Pseudomonas 
exoproducts and the complex regulatory mechanisms involved in S. aureus biofilm 
production, a variety of patient-specific interactions between P. aeruginosa and S. 
aureus is likely to exist.  The aim of this study was to investigate the types and 
consequences of the interactions between S. aureus and P. aeruginosa co-isolated 
from adult CF patients. Measurements of some relevant exoproducts were done to 
demonstrate the complexity and heterogeneity of P. aeruginosa isolates and to 
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determine the impact of such molecules on S. aureus biofilm formation, a relevant 
virulence determinant.  
 
2.5 MATERIALS AND METHODS 
 
2.5.1 Ethics statement 
 
This study was approved by the ethics review board of the CHUS (Comité d’éthique 
de la recherche en santé chez l’humain du Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke) under Protocol 06-158-R6.  Informed written consent was obtained from 
all subjects (all adults over 18 years of age) prior to recruitment to the study; a 
document explaining the study objectives and procedures was read to the subject and 
two copies were signed, one for the subject and the other for our files and for review 
by the ethic committee.  This consent procedure was also reviewed and approved by 
the ethic committee prior to the study.  An annual review and re-approval process 
was also requested by the ethic committee. Approval was obtained for each of the 
three years of the study. 
 
2.5.2 Bacterial strains, media and growth conditions. 
 
P. aeruginosa PA14 was the prototypical reference strain used in the present study 
[36]. The P. aeruginosa PA14-derived mutants pqsA, pqsE, pqsH and pqsL were all 
previously described [37,38,39], as were the lasR/rhlR double-mutant and the rhlA 
mutant [40,41]. The relevant properties of these mutants are listed in Table 1. S. 
aureus CF1A-L is a strain isolated from a CF patient and its characteristics in relation 
to biofilm production and response to some P. aeruginosa PA14 exoproducts have 
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already been described [18]. S. aureus CF1A-L was thus used as a control strain is 
this study. For routine maintenance, P. aeruginosa was grown on TSA (BD, 
Mississauga, ON, Canada) and subcultured in TSB (BD), whereas S. aureus was 
grown on BHI agar and broth (BD, Mississauga, ON, Canada). 
 
2.5.3 Clinical isolates 
 
  Clinical isolates of P. aeruginosa and S. aureus were obtained from 32 adult CF 
patients at the CF outpatient clinic of the Centre Hospitalier Universitaire de 
Sherbrooke (CHUS, Quebec, Canada). The age of patients ranged from 18 to 41 year 
old (mean of 25). Through routine visits or during hospitalization (exacerbation), 
sputum samples were obtained by expectoration or by deep throat swab if no 
bronchial secretions were produced by the patient. Up to 6 samples were obtained for 
some patients over a period of 3 years. For all specimens, detection of S. aureus and 
P. aeruginosa was made by routine methods. Specimens were streaked on sheep 
blood agar, MacConkey and mannitol salt agar (MSA) and incubated at 35°C for a 
minimum of 48 hours. Suspected P. aeruginosa colonies growing on MacConkey 
were confirmed by the oxidase test and their capability to grow at 42°C, and by the 
Vitek II XL AutoMicrobic System Gram-negative identification card (bioMerieux Vitek, 
Hazelwood, Mo.). To facilitate detection and confirm the identification of S. aureus, a 
portion of each specimen was also treated as follows. For sputum samples, 100 µl of 
DTT (100 mg/ml) were added to 100 mg of sputum [42]. From this solution, 100 µl 
were then added to 10 ml of NaCl broth that consisted of 7.5 g tryptone, 1.25 g 
neutralized liver digest, 2.5 g yeast extract, 37.5 g NaCl, 5 g D-mannitol, and 2 g of 
glucose in a final volume of 500 ml. For deep throat specimens, swabs were directly 
used to inoculate 10 ml of NaCl broth. Cultures were aerobically incubated at 35°C 
with shaking (225 rpm) for 48 h. Aliquots were then plated on MSA for detection and 
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isolation of S. aureus.  Suspected S. aureus colonies were confirmed with the 
Pasteurex Staph Plus test (Bio-Rad Laboratories, Marnes-La-Coquette, France), 
detection of catalase and by PCR detection of the femA gene [43] and of the 668 pb 
product amplified from the nuc gene by using the following primer sequences:nuc 
FWD 5’-GGCATCTAGAGCTAAGTCGTGGCATATGTATGGC-3’ and nuc REV 5’-
CCGCACTAGTCCTTGACCTGAATCAGCGTTG-3’.  The mecA gene coding for the 
low-affinity penicillin-binding protein responsible for methicillin resistance in S. aureus 
[44] was also tested by PCR.  All isolates were kept at -86oC until used. 
 
A total of 63 clinical P. aeruginosa isolates were selected for further studies 
and these included 23 that were co-isolated with a S. aureus strain. This collection 
was completed with 21 S. aureus strains that were not co-isolated with P. aeruginosa.  
The selected bacterial strains were from different patients or from a sample of the 
same patient collected at a different visit, which occurred 3-8 months apart.  A few 
strains were from the same sample. The P. aeruginosa strains collected from the 
same patient were screened for mucoidy and pigmentation characteristics and only 
those with obvious phenotypic differences were considered in the study.  S. aureus 
strains collected from the same patient were selected based on their distinctive 
antibiotic resistance profile or VNTR type (multiple-locus variable-number of tandem 
repeats, [45]). 
 
2.5.4 Collection of clinical data 
 
Clinical data were associated with each specimen and included age, sex, 
medical condition and FEV1 (forced expired volume in 1 second) at the time of the 
visit. The FEV1 was evaluated by the CF clinic’s respirologist and recorded with a 
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Jaeger MasterScope spirometer (VIASYS Healthcare GmbH, Hochberg, Germany). 
The FEV1 was expressed as a percentage of the predicted value (100%) which 
depends on the sex, age and body height of each patient.  This study was approved 
by the ethics review board of the CHUS. Informed consent was obtained from all 
subjects prior to recruitment to the study. 
 
2.5.5 P. aeruginosa culture supernatant preparation 
 
Overnight primary cultures of P. aeruginosa were used to inoculate 50 ml of 
TSB in 125-ml flasks at a dilution of 1:100. Cultures were grown aerobically under 
agitation (225 rpm) for 20 h at 35°C. Supernatants were retrieved by centrifugation at 
2,300 × g and filter-sterilized using 0.22 µm pore size (VWR, Mont-Royal, Canada) 
and used immediately. A culture supernatant from Escherichia coli K12 grown in TSB 
was used as a control. 
 
2.5.6 Pyocyanin extraction and quantification 
 
Four ml of chloroform was added to 5 ml of P. aeruginosa culture supernatants 
prepared as described above. After vigorous vortexing, solutions were let to rest until 
two distinct phases were apparent. The organic phase contains the pyocyanin and is 
usually colored (blue-green). The top aqueous phase was discarded without 
disrupting the organic phase. Pyocyanin was then extracted by adding 1 ml HCl 0.2M 
combined to another cycle of vortex and resting of the mixture. The pyocyanin-
containing phase then appeared in shades of pink and was retrieved. Aliquots of 200 
µl were serially diluted in 96-well plates with sterile phosphate-buffered saline (PBS, 
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Sigma) and absorbance was read at 520 nm, using an Epoch plate reader (BioTek 
Instruments, Winooski, USA). 
 
2.5.7 2-alkyl-4-(1H)-quinolones (AQs) and N-acyl-homoserines lactones (AHL) 
extractions 
 
Sixteen µl of an internal standard containing 8 ppm of 5,6,7,8-tetradeutero-3,4-
dihydroxy-2-heptylquinoline (PQS-d4), and 4 ppm of 5,6,7,8-tetradeutero-4-hydroxy-
2-heptylquinoline (HHQ-d4) were added directly to 2 ml of culture supernatant. After 
mixing by inversion, a quick spin was done to breakup emulsions and extraction was 
performed twice with 2 ml of ethyl acetate. The organic phases were combined, 
evaporated and the residue suspended with 500 µl acetonitrile directly in HPLC vials. 
Samples were stored at -20°C until analyzed. 
 
2.5.8 LC/MS analyses 
 
Analyses were achieved with a Micromass Quattro II triple quadrupole mass 
spectrometer (Micromass Canada, Pointe-Claire, Canada) in positive electrospray 
ionization mode, interfaced to an HP1100 HPLC equipped with a 4.5 x 150 mm 






2.5.9 Biofilm formation 
 
To evaluate the effect of P. aeruginosa supernatants on biofilm formation by S. 
aureus CF1A-L (control) or other clinical isolates, the supernatants were filter 
sterilized and diluted in TSB at concentrations ranging between 0 and 25% (v/v). The 
diluted supernatants (100 µl) were distributed in a 96-well tissue culture treated flat-
bottom polystyrene microtiter plate (BD). A S. aureus suspension (0.5 McFarland 
standard) was then prepared in BHI-0.5% glucose and 100 µl were added to each 
well of the plate already containing the P. aeruginosa supernatant dilutions. The 
plates were incubated for 48 h at 35°C. The cultures were then discarded and the 
wells were carefully washed three times with 200 µl PBS. Once dried, the plates were 
treated for 30 min with 200 µl of a 0.1% (p/v) crystal violet solution (sigma HT90132) 
to stain the biofilm, rinsed twice with 200 µl water to remove excess dye, and then 
allowed to dry. Finally, the wells were filled with 200 µl 95% ethanol and incubated at 
room temperature for 1 h with intermittent agitation. The absorbance of each well at 
560 nm was then measured. The assays were repeated three times and included 
three replicates for each condition tested. For each supernatant concentration tested, 
dose-dependent results were presented relatively to the normal biofilm production 
level of S. aureus measured in the absence of P. aeruginosa supernatant. Also, net 
biofilm increases were calculated by summation of the differences between biofilm 
formation quantified at each supernatant concentration and the normal biofilm 




Statistical analyses were carried out with the GraphPad Prism Software (v.5.00). 
Tests used for the analysis of each experiment are specified in the figure legends. 
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Table 1: P aeruginosa reference and mutant strains 
Strain Relevant characteristics 
Consequence or principal 
compound for which 
biosynthesis is altered 
Reference 
P. aeruginosa    
PA14 Clinical isolate 
UCBPP-PA14, RifR 
None [36] 
PA14∆lasR/rhlR PA14 lasR/rhlR; Gm, 
Tc 
Altered in QS circuitry and all 
AQs production 
[40] 
PA14∆pqsA PA14 pqsA::TnphoA; 
RifR, KmR 
HHQ; PQS*, HQNO* [37] 
PA14∆pqsE PA14 pqsE; AmpR Altered in QS circuitry and 
required for pyocyanin 
production 
[37] 
PA14∆pqsL PA14 ∆pqsL; RifR HQNO [38] 
PA14∆pqsH PA14 pqsH::aacC1 
cassette; GmR, KmR 
PQS [39] 
PA14∆rhlA PA14 rhlA::TnMrT7; Rhamnolipids [41] 




2.6.1 Clinical isolates of P. aeruginosa trigger a wide range of biofilm 
formation responses in S. aureus 
 
To measure the effect of P. aeruginosa culture supernatants on S. aureus biofilm 
formation, the previously described clinical S. aureus strain CF1A-L [18], was used as 
a reference. This S. aureus strain was considered an adequate candidate to act as a 
control since it shows an increased biofilm production in response to P. aeruginosa 
PA14 supernatant and because it was originally retrieved from a CF patient who was 
not co-colonized with P. aeruginosa [18]. The supernatant from P. aeruginosa strain 
PA14 was used as a positive control for typical production of QS-related compounds 
27 
[36,37]. As a matter of fact, the supernatant from a culture of P. aeruginosa PA14 
stimulates S. aureus CF1A-L biofilm formation in a dose-dependent manner with an 
overall ~2.5-fold increase in biofilm production compared to that observed in the 
absence of the P. aeruginosa supernatant (Ρ<0.001). As expected, biofilm formation 
was not significantly stimulated in the presence of an E. coli K12 supernatant as it 
does not produce any known stimulatory molecule for S. aureus (Fig. S1). Dose-
dependent biofilm stimulation was then assayed with supernatants from all 63 clinical 
isolates of P. aeruginosa. Some isolates demonstrated high stimulating ability such as 
P. aeruginosa PAC26A (Fig. 1A) while others acted as poor biofilm inducers like 
PAC18A, which exhibited no significant biofilm stimulation activity in comparison to 
the E. coli control supernatant (Fig. 1B). A560nm values measured for crystal violet-
stained biofilms formed in the absence of supernatant (control condition, 0% 
supernatant) were subtracted from the A560nm values detected at each concentration 
of supernatant (0.2 to 12.5% P. aeruginosa supernatant) and summed up in order to 
calculate the net biofilm increase induced by each P. aeruginosa isolate 
supernatants. Results revealed a wide distribution of biofilm stimulation activities by 
the 63 P. aeruginosa clinical isolates, among which 30% (19/63) of isolates showed 
significant stimulation of CF1A-L biofilm production, as calculated with Sidak’s 
multiple comparisons test (Fig. 1C). S. aureus CF1A-L biofilm modulation ranged 
from slight inhibition (-0.19 A560nm) to strong induction (+2.70 A560nm), depending on 
the P. aeruginosa isolate (Fig. 1C). 
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 Figure 1. S. aureus biofilm stimulation by clinical P. aeruginosa 
supernatants. S. aureus CF1A-L biofilm production in response to culture 
supernatants from clinical isolates of P. aeruginosa. (A) Supernatant from the clinical 
strain P. aeruginosa PAC26A stimulates S. aureus CF1A-L biofilm formation in a 
dose-dependent manner, while in (B) a supernatant retrieved from P. aeruginosa 
strain PAC18A does not. Biofilm increase was measured at each supernatant 
concentration after 48 h of incubation and results were normalized relatively to the 
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biofilm production measured in the absence of P. aeruginosa supernatant. Means and 
standard deviations for triplicates of each supernatant concentration are shown. 
Statistical significance was determined by a two-way ANOVA and the Bonferroni’s 
multiple comparison post-test (*, Ρ<0.05; ****, Ρ<0.0001). (C) The dose-dependent 
biofilm stimulation of S. aureus CF1A-L was measured after treatment with 
supernatants obtained from 63 clinical isolates of P. aeruginosa. The mean A560nm 
value measured for S. aureus CF1A-L biofilm formed in the absence of P. aeruginosa 
supernatant (control condition, 0% supernatant) was subtracted from the A560nm value 
detected at each concentration of supernatants (0.2 to 12.5% supernatants as in 
panels A and B) and summed up in order to calculate the net biofilm increase induced 
by each P. aeruginosa isolate (panel C). Supernatants from P. aeruginosa PA14 and 
E. coli K12 were used as positive and negative controls, respectively. Significant 
differences with the control condition were determined by Two-way ANOVA followed 
by Sidak’s multiple comparisons test. 
 
 
Figure S1. S. aureus CF1A-L biofilm production in response to the culture 
supernatant of P. aeruginosa PA14. Biofilm increase was measured at each 
supernatant concentration after 48 h of incubation and results were normalized 
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relatively to the biofilm production measured in the absence of P. aeruginosa 
supernatant. Means and standard deviations for triplicates of each supernatant 
concentration are shown. Statistical significance was determined by a two-way 
ANOVA and the Bonferroni’s multiple comparison post-test (***, Ρ<0.001). A 
supernatant from E. coli K12 was used as negative control. 
 
2.6.2 S. aureus biofilm stimulation by P. aeruginosa is associated with PQS 
and HQNO production 
 
LC/MS analysis of P. aeruginosa supernatants was performed for each clinical 
isolates in order to determine the concentration of 2-heptyl-4-hydroxyquinoline (HHQ), 
PQS, HQNO, and AHLs produced after 20 h of growth. Pyocyanin production in these 
cultures was also measured, as described in the Materials and Methods section. The 
stimulation of S. aureus biofilm formation was found significantly associated with the 
concentrations of HQNO (r = 0.7511, P<0.0001) and PQS (r = 0.9087, P<0.0001) in 
P. aeruginosa supernatants, according to Pearson’s correlation coefficients (Fig. 2A 
and 2B). Also, we confirmed that the production levels of HQNO and PQS by P. 
aeruginosa isolates are closely correlated (Fig. 2C, r = 0.8318, P<0.0001). As 
expected, conditions in which biofilm was significantly increased, planctonic bacterial 
growth was greatly attenuated (data not shown). On the other hand, there was a poor 
correlation between the concentration of pyocyanin, HHQ or AHLs found in a 
supernatant and its ability to promote biofilm production by S. aureus (Fig. S2). AHLs 
were not detected in an important proportion of the supernatants analyzed, as C4-
HSL was quantified in 58% of the cultures whereas the presence of 3-oxo-C12-HSL 
was only observed in 19% of the P. aeruginosa isolates. (Table S1). Interestingly, the 
level of rhamnolipids measured in the P. aeruginosa supernatants showed a high 
positive correlation with the capacity to increase biofilm in strain CF1A-L (Fig. 2D, r = 
0.7344, P<0.0001).   
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 Figure 2. P. aeruginosa exoproducts associated with S. aureus biofilm 
stimulation. The ability of P. aeruginosa supernatants to stimulate S. aureus CF1A-L 
biofilm formation is correlated with the concentrations of HQNO and PQS. LC/MS was 
used to detect and quantify specific exoproducts in 20-h culture supernatants of 
clinical isolates of P. aeruginosa. The increase of S. aureus biofilm production by P. 
aeruginosa supernatants was calculated as described in Fig. 1C and plotted against 
the Log10 concentrations of (A) HQNO and (B) PQS found in each supernatant. 
Pearson’s correlation coefficients are indicated and statistical significance was 
determined by two-tailed P value. (C) Correlation between HQNO and PQS 
production by P. aeruginosa isolates using Pearson’s calculation. (D) Rhamnolipids 
amounts produced by P. aeruginosa isolates are highly correlated with CF1A-L 
biofilm increase (Pearson’s correlation, two-tailed P value). 
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Isogenic mutants of strain P. aeruginosa PA14 altered in the biosynthesis of 
AQs (Table 1) were then used to confirm or complement our observations. As 
mentioned above, the culture supernatant of PA14 elicited a great stimulation of S. 
aureus CF1A-L biofilm formation that was statistically significant in comparison to the 
E. coli negative control (P<0.0001; Fig. 3A). A significant loss of biofilm induction 
capacity was observed with the supernatants of the lasR/rhlR mutant, altered in the 
biosynthesis of AHLs and the AQ molecules PQS and HQNO (Ρ<0.0001), and of the 
pqsA mutant, deficient in all AQ production (Ρ<0.001) (Fig. 3A). This was also the 
case for the pqsL mutant showing a significant reduction in its biofilm stimulation 
ability (P<0.05), thus confirming that HQNO is of utmost importance in the biofilm 
stimulation process. In addition to the observed correlation between the amount of 
PQS or HQNO produced by P. aeruginosa strains and the biofilm stimulatory activity 
(Fig. 2), results with the pqsH mutant also implies some implication of PQS in biofilm 
stimulation since this mutant showed a slight decrease in its biofilm stimulatory effect 
compared to the prototypical PA14 strain (Fig. 3A). Experiments conducted with 
synthetic PQS (Sigma) showed supporting results since this compound alone did not 
show any significant effect on S. aureus CF1A-L biofilm formation but in combination 
with HQNO, greatly increased biofilm production to levels appearing higher than 
those seen with HQNO (Fig. 3B). The latter results act as a chemical confirmation of 
the specific role of HQNO in the stimulation of S. aureus biofilm formation by P. 
aeruginosa. Besides, our results do not suggest that the presence of the regulator 
protein PqsE or pyocyanin is linked to S. aureus biofilm stimulation since the pqsE 
mutant was not altered in its biofilm stimulation ability (Fig. 3A). Similarly, the rhlA 
mutant induced similar S. aureus biofilm stimulation than that observed with PA14, 
suggesting that rhamnolipids are also not implicated in this phenomenon (Fig. 3A). 
33 
 Figure S2. Biofilm increase in function of signal molecules and pyocyanin 
production A) S. aureus CF1A-L biofilm formation in function of pyocyanin 
production by P. aeruginosa isolates. Pyocyanin production by each isolate is 
reported relative to P. aeruginosa PA14’s production (100%). B) CF1A-L biofilm 
formation in function of HHQ levels produced by P. aeruginosa isolates. C) CF1A-L 
biofilm increase in function of C4-HSL and D) 3-oxo-C12-HSL levels detected in P. 
aeruginosa supernatants. Pearson’s correlations (r) are shown. 
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 Figure 3. HQNO confirmed as main component in S. aureus biofilm 
stimulation. (A) Stimulation of S. aureus CF1A-L biofilm production in response to 
culture supernatants of P. aeruginosa PA14 and isogenic mutants. The supernatant 
of E. coli K12 was used as negative control. Data are presented as means with 
standard deviations for at least three independent experiments. Statistical 
significance of results are presented in comparison to those obtained with strain PA14 
(*, P < 0.05; ***, P < 0.001;****, P < 0.0001) and E. coli K12 (∆∆, P < 0.01; ∆∆∆, P < 
0.001; ∆∆∆∆, P < 0.0001) as calculated by a one-way ANOVA and Bonferroni’s 
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multiple comparison test. (B) Biofilm increase (means of total A560nm variations) 
measured at different concentrations (0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0 
and 100 µg/ml) of either PQS, HQNO or a PQS/HQNO mixture (1:1) compared to that 
measured for S. aureus CF1A-L grown without supplement. Significant biofilm 
increases in each condition are indicated (**, Ρ < 0.01; ***, Ρ < 0.001) as calculated 
by one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test. 
 
2.6.3 P. aeruginosa strains do not stimulate biofilm formation of co-isolated S. 
aureus strains 
 
S. aureus biofilm stimulation assays were also performed using S. aureus 
isolates retrieved from patients that were co-colonized with P. aeruginosa. 
Unexpectedly, P. aeruginosa isolates showing the highest biofilm stimulatory activities 
on CF1A-L (i.e., those showing the highest production of HQNO; Fig. 1C) were 
unable to maintain this trait toward their respective co-isolates (Fig. 4A). We found, as 
before, a strong correlation between biofilm stimulation of CF1A-L and HQNO levels 
in the P. aeruginosa supernatants (r = 0.8921, Pearson’s correlation calculation; P < 
0.0001, two-tailed) but no correlation was found (r = -0.32) when the same 
supernatants were tested with their respective co-isolated S. aureus (Fig. 4A). In 
other words, the correlation between HQNO production and the stimulation of S. 
aureus biofilm production is lost when P. aeruginosa and S. aureus co-isolates are 
tested together.  
 
Very interestingly, both the lack of stimulation of some S. aureus strains by 
high levels of HQNO and the lack of adequate production of HQNO by some P. 
aeruginosa strains could explain the lack of biofilm stimulatory effect among co-
isolates. Fig. 4B shows a specific example of an S. aureus isolate (CF22A-L) that is 
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not stimulated for biofilm production by either PA14 or its co-isolate (P. aeruginosa 
PAC22A) despite adequate production of HQNO and biofilm stimulation of the S. 
aureus reference strain CF1A-L. Similarly, 28.5% (6/21) of all the S. aureus co-
isolates did not respond to PA14 stimulation although they were co-isolated with P. 
aeruginosa isolates causing significant stimulation of S. aureus CF1A-L. On the other 
hand, Fig. 4C shows an example of the other scenario where the supernatant from 
strain P. aeruginosa PAC54A does not increase biofilm formation of either its co-
isolate S. aureus CF54A-L or the reference strain S. aureus CF1A-L while the biofilm 
production of both S. aureus strains is greatly increased by a supernatant of PA14. 
Indeed, the supernatant from strain P. aeruginosa PAC54A only contains 4% of the 
amount of HQNO produced in a supernatant from PA14 as determined by LC/MS. 
Overall, 73.9% (17/23) of the P. aeruginosa co-isolates produced relatively low 
amounts of HQNO and were poorly able to stimulate S. aureus CF1A-L biofilm 
production (as determined by Sidak’s multiple comparisons test; Fig. 1C). 
Consequently, considering the S. aureus strains that do not respond to HQNO and 
the low-HQNO-producing P. aeruginosa, none of the co-isolated S. aureus showed 
biofilm augmentation when in presence of supernatants obtained by their specific P. 
aeruginosa counterparts. 
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 Figure 4. Altered response of co-isolated strains. Stimulation of S. aureus CF1A-L 
biofilm production by P. aeruginosa culture supernatants compared to that measured 
for S. aureus strains originally co-isolated with the studied P. aeruginosa isolates. (A) 
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Correlation between HQNO production by P. aeruginosa strains and stimulation of S. 
aureus CF1A-L biofilm production (●) compared to that of S. aureus strains originally 
co-isolated with the studied P. aeruginosa isolates (○). No significant correlation is 
observed in the response of S. aureus co-isolates to the amounts of HQNO found in 
P. aeruginosa supernatants (r = -0.32, Pearson’s calculation) whereas a significant 
correlation is seen for S. aureus CF1A-L (r = 0.8921; P < 0.0001).  (B) Specific 
example of an S. aureus isolate (CF22A-L) that is not stimulated for biofilm production 
by either PA14 or its P. aeruginosa co-isolate (PAC22A). There is no stimulation of 
biofilm production by S. aureus CF22A-L in comparison to that observed for S. aureus 
CF1A-L in the presence of supernatant from P. aeruginosa PA14 (***, P < 0.001) or 
co-isolate PAC22A (∆, P < 0.05; one-way ANOVA and Bonferroni’s multiple 
comparison test). (C) P. aeruginosa PAC54A supernatant does not increase biofilm 
formation of either S. aureus CF1A-L or its co-isolate S. aureus CF54A-L even though 
both S. aureus strains have their biofilm production greatly increased by the P. 
aeruginosa PA14 supernatant. Results obtained with S. aureus CF1A-L were used as 
control and significant differences between conditions are shown for both 
supernatants used, PA14 (****, P < 0.0001) or PAC54A (∆∆∆∆, P < 0.0001).  
 
All together, this suggests that some type of strain selection within the host or 
some type of interspecific adaptations providing either a tolerance of S. aureus to 
HQNO or a decrease production of stimulatory exoproducts by P. aeruginosa can 
occur with these bacterial species during colonization or co-colonization of CF lungs.  
 
2.6.4 Effect of co-colonization on FEV1 
 
The respiratory health, expressed by FEV1 values for each patient at the time 
of sampling has been compiled. FEV1 values were segregated into three groups in 
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relation to the bacterial species colonizing the respiratory tract (Fig. 5). Although the 
overall number of patients for such analysis is relatively low, we note that the group of 
patients from which both S. aureus and P. aeruginosa were simultaneously retrieved 
shows the poorer breathing capacity (mean FEV1). Four patients were colonized by 
MRSA and only one was co-colonized with P. aeruginosa (Fig. 5). These results 
suggest that co-colonization worsens the patient health, although statistical 
significance was only observed between the S. aureus group and the S. aureus and 
P. aeruginosa co-colonized group. 
 
Figure 5. Health condition of co-colonized patients. FEV1 values in patients 
colonized with one or both pathogens. Each dot represents the FEV1 of a patient. 
Square symbols represent patient colonized by a MRSA strain. Bars show the means 
with standard deviations. Groups were compared using a Kruskal-Wallis test followed 




We gathered a collection of 63 clinical P. aeruginosa isolates retrieved from the 
respiratory tract of 32 adult CF patients over a period of three years. From those 
isolates, 23 were collected from patients in whom S. aureus was also found co-
infecting with P. aeruginosa. This collection thus offered a unique strain panel for 
investigations on the properties of S. aureus and P. aeruginosa co-isolates. 
 
It was previously demonstrated that the P. aeruginosa exoproduct HQNO 
promotes the emergence of S. aureus small colony variants (SCVs) and importantly 
increases biofilm formation by prototypical S. aureus [16,18]. Since biofilm are 
associated with chronic and difficult to eradicate infections [13,25], we were therefore 
interested to know if a similar phenomenon could be observed with clinical isolates of 
both S. aureus and P. aeruginosa; in other words, to know if one species could 
influence some aspects of the other species colonization or pathogenesis in general. 
 
By treating cultures of S. aureus strain CF1A-L with culture supernatants from 
the P. aeruginosa strain collection, we were able to demonstrate a broad range of 
biofilm stimulatory abilities among the clinical isolates of P. aeruginosa; some greatly 
stimulated S. aureus biofilm production while others did not. Noteworthy, isolates that 
were retrieved from same patients showed not only different morphotypes, but also 
different biofilm stimulatory activity on S. aureus CF1A-L. We subsequently used 
LC/MS analysis to precisely determine the types and concentrations of P. aeruginosa 
exoproducts present in culture supernatants and to identify those most likely 
responsible for the stimulation of S. aureus biofilm production. LC/MS results showed 
that the capacity to stimulate S. aureus biofilm formation was strongly associated to 
the production of the two most abundant AQs, HQNO and PQS. Since biosyntheses 
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of HQNO and PQS are simultaneously derived from the same main pathway [37,38], 
we used isogenic mutants deficient in some parts of the biosynthesis pathways and 
signaling mechanisms to further decipher the contributions of HQNO and PQS. The 
observation that the pqsA mutant, deficient in both PQS and HQNO production, 
demonstrates poorer biofilm stimulation than that observed using either of the pqsH 
or pqsL mutants deficient in PQS or HQNO production, respectively, supports some 
contribution of both PQS and HQNO to the S. aureus biofilm stimulatory activity. 
Besides, the fact that pqsH is less affected than pqsL in its ability to promote biofilm 
formation tends to indicate a greater role for HQNO. However, confounding factors 
may impact on such deductions. For example, the pqsL mutant accumulates 
precursors that may increase the proportions of other AQs. Also, a blocked 
production of PQS in the pqsH mutant will certainly impact on the expression of the 
pqsABCDE operon, as PQS is known to act as an inducer in vitro. 
 
Since the double mutant lasR/rhlR is even more affected than pqsA in its ability 
to stimulate S. aureus biofilm formation, other factors, others than the AQs controlled 
by pqsA/pqsE, may also be involved. AHLs could represent good candidates as they 
were described to inhibit agr controlled phenotypes in S. aureus [7] and are regulated 
through the lasR-dependent quorum-sensing in which mutations in CF related 
isolates have been widely discussed [48,49,50]. It is also possible that other AQs 
from the long list of such molecules produced by P. aeruginosa [38] also play some 
role in S. aureus biofilm stimulation.  A phenazine could also be involved but 
pyocyanin production did not correlate with biofilm stimulation and the pqsA and pqsE 
mutants produce less or no pyocyanin at all.  We have also ruled out rhamnolipids (no 
difference between PA14 and the rhlA mutant, Fig. 3A). Besides, it has been reported 
that P. aeruginosa rhamnolipids could act as surfactant molecules capable of 
disrupting biofilms produced by Gram positive bacteria, such as S. aureus [51,52]. 
Therefore, it would be interesting to document S. aureus CF1A-L apparent resilience 
to biofilm disruption (Fig. 3A) although we need to consider that rhamnolipids were 
42 
not optimally produced in our experimental conditions (medium used and time of 
supernatant harvesting). This may need to be revisited in another experimental setup 
or with the use of purified rhamnolipids. Hence, the stimulation of S. aureus biofilm 
production by P. aeruginosa seems multifactorial and controlled by lasR/rhlR, with 
HQNO being one of the principal actors in this phenomenon. 
 
To our knowledge, very few studies have examined the interactions of co-
isolates of S. aureus and P. aeruginosa. Interestingly, we demonstrated here that 
although some P. aeruginosa isolates produce adequate amounts of HQNO and 
stimulate biofilm production of the S. aureus control strain CF1A-L, such P. 
aeruginosa isolates were unable to induce the same effect on the co-isolated S. 
aureus strains. Our results also demonstrated the opposite situation in which PA14 
HQNO-sensitive S. aureus isolates were co-isolated with P. aeruginosa strains 
producing low concentrations of HQNO. Overall, these results suggest that 
colonization of the lungs of CF patients promotes some type of strain selection or the 
adaptation of either one of these pathogens to the presence of the other. These 
adaptations may, in one of the two scenarios, provide S. aureus with the ability to 
tolerate more efficiently the presence of pseudomonal compounds, such as HQNO 
that can reduce growth. In the second scenario, a deficiency of HQNO production in 
P. aeruginosa could be the result of the lung environment [48,49,53] or the production 
of 2-amino acetophenon [54], which have been reported to select for the emergence 
of lasR mutants. Indeed, absence of lasR results in reduced HQNO production [37]. 
On the other hand, the presence of S. aureus and its increased biofilm formation 
resulting from the production of HQNO may also provide some pressure on P. 
aeruginosa for selection of HQNO-deficient strains. We propose that the coexistence 
of S. aureus and P. aeruginosa in CF patients results from an adaptive process, 
notably in the interspecific interactions involving HQNO. Similarly, it has been 
observed that some P. aeruginosa genetic mutations leading to an up-regulation of 
siderophore production can occur in the presence of S. aureus in iron-limiting 
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conditions [55]. As for the ability of S. aureus to adapt to the presence of P. 
aeruginosa, we suspect that the alternative SigB factor may play an important role. 
Indeed, we have already shown that S. aureus SigB can promote host colonization, 
emergence of SCVs and biofilm formation in response to antibiotic treatment and 
HQNO [18,56,57]. Our study supports the emerging perspective of a coadaptation 
and interspecies cooperation that is largely contrasting with studies focusing on the 
competitive/inhibitory interactions between both bacterial species [6,16,17,58,59]. 
Hence, our findings are in accordance with the fact that S. aureus and P. aeruginosa 
are often found together in CF lungs [3,16,60,61].  
 
Studying microbial interactions and adaptive processes leading to co- or poly-
bacterial infections is now evidently important. Traditional microbiology revealed S. 
aureus-positive samples in 56% of the cases in our sputum collection, whereas, PCR 
detection revealed S. aureus in as much as 77% of the samples.  In contrast, P. 
aeruginosa was similarly detected in 65% and 71% of samples by microbiology and 
PCR, respectively. Consequently using PCR, S. aureus and P. aeruginosa co-isolate 
pairs were detected in 52% of cases instead of 25% (data not shown). This shows 
that the presence of S. aureus in the CF lungs of adult patients may often be 
underestimated and our results suggest that the co-existence of P. aeruginosa and S. 
aureus may potentially impact on the patient health (Fig. 5).  A recent study involving 
many more patients observed that MRSA might be more deleterious than MSSA only 
when associated with P. aeruginosa [62]. However, it is still difficult to know if CF 
infections involving “adapted” S. aureus (or MRSA) and P. aeruginosa co-isolates, as 
opposed to prototypical “competitive” isolates, can result in a worse or better 
prognosis. Nevertheless, our study implies that each patient will present specific 
bacterial isolates with distinct properties [63]. Future patient-specific therapies may 
need to account for P. aeruginosa and S. aureus co-isolates’ characteristics and take 
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3.1 Établissement d’un biofilm mixte combinant P. aeruginosa et S. aureus 
 
Toujours dans l’intérêt de définir la relation existante entre les deux espèces 
dans l’établissement d’une infection chronique, de façon à décrire le développement 
de réponses réciproques entre les populations bactériennes, il était pertinent 
d’observer les deux bactéries évoluer dans un environnement commun. Comme le 
biofilm est un mode de colonisation bien documenté en FK, notamment dans son rôle 
d’ancrage au mucus épais des régions pulmonaires, la construction d’un modèle In 
vitro sous forme de biofilm mixte (double-espèce) semblait appropriée. Afin de 
recenser la présence de modifications phénotypiques ou génotypiques chez les deux 
pathogènes d’intérêt durant la progression d’une exposition réciproque d’une durée 
considérable, comme dans le contexte d’une infection chronique, nous avons 
développé une procédure permettant de maintenir une coexistence soutenue durant 
plusieurs reprises d’un cycle de 24 heures. 
  
 Cette expérience a été développée avec les souches de référence 
Pseudomonas aeruginosa PA14 et Staphylococcus aureus CF07-L. Les bactéries ont 
d’abord été ensemencées sur Petri et incubées O/N à 35°. À partir de ces cultures, 
des suspensions bactériennes de 10 ml ont été préparées avec chacune des 
espèces dans du milieu TSB à des densités de 1×107 et 1×108 UFC/ml pour P. 
aeruginosa et S. aureus, respectivement. Les densités bactériennes utilisées comme 
inocula de départ ont été déterminées lors d’expériences préliminaires qui avaient 
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démontré qu’avec un inoculum équivalent pour chaque espèce permettait à P. 
aeruginosa de décimer S. aureus étant donné son taux de croissance plus rapide. 5 
ml de chacune des suspensions ont été combinés et déposés dans un Petri traité 
pour la culture de cellules adhérentes. L’établissement du biofilm mixte a été conduit 
à 35°C, de façon statique, pendant 24 heures. À l’aide d’un grattoir à cellules, le 
biofilm a été homogénéisé avec le milieu de culture résiduel et par la suite, récolté. 
L’homogénat de culture a été dilué sériellement et un dénombrement bactérien fut 
effectué sur géloses sélectives. Un milieu TSA supplémenté de Polymixin B fut utilisé 
pour l’isolement de S. aureus tandis que l’emploi de géloses MacConkey permit 
d’isoler P. aeruginosa. Des groupements d’UFC totales de chaque bactérie ont été 
conservés et ont servi de matériel pour l’inoculum de départ du passage subséquent. 
Ce processus fut répété pendant une vingtaine de passages expérimentaux. 
Parallèlement, différentes conditions contrôles furent conduites de la même façon. 
Tout d’abord, afin de discriminer des changements phénotypiques potentiellement 
issus du processus de passages successifs plutôt que de la coexistence, chaque 
pathogène a subit le même processus de façon individuelle, dans des récipients 
contenant seulement du milieu de culture. S. aureus CF07-L a également été utilisée 
dans deux autres versions de cette expérience dans lesquelles la fraction de culture 
représentée par P. aeruginosa, dans l’expérience principale, fut remplacée soit par un 
surnageant de culture de PA14 ou du milieu supplémenté de HQNO (Axxora) 10 
µg/ml. Ces deux dernières conditions contrôles ont été basées sur les impacts 
possibles que l’on connait des exoproduits de P. aeruginosa sur le comportement de 
S. aureus, notamment sur sa production de biofilm. De plus, ces procédures nous 
permettront de vérifier si seule la présence d’exoproduits pourrait influencer 
phénotypiquement la souche co-représentée et si l’influence diffère en comparaison 
avec celles potentiellement détectées dans le biofilm mixte regroupant individus des 
deux espèces. Tout comme dans les expériences principales précédemment 
détaillées, groupements et dénombrement d’UFC totaux furent comptabilisés et 
conservés à chacun des différents passages.  
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3.2 Caractérisation des suivis de coexistence en biofilm mixte de P. 
aeruginosa et S. aureus 
Dans leur ensemble, les expériences in vitro conduites dans le but de 
caractériser l’effet de coexistence ont mené à la récolte d’une banque de 160 
groupements bactériens. De ceux-ci, 60 sont constitués de P. aeruginosa et 100 de 
S. aureus, échantillonnés lors de différents passages et dans les différentes 
conditions. Pour chacun de ces groupements, trois différents clones de chacun des 
phénotypes de croissance recensés sur Petri ont été conservés à -80°C. Le principal 
intérêt de mener les deux suivis de coexistence en biofilm mixte était de cibler des 
évènements marquants ou témoignant d’une quelconque adaptabilité réciproque ou 
unilatérale entre les deux espèces. De ce fait, des changements comportementaux 
ou phénotypiques, autres que morphologiques, ont été recherchés par l’étude de 
nombreux facteurs de virulence connus chez une sélection de clones issus de la 
coexistence in vitro. Étant donné la grande quantité de clones différents isolés lors de 
ce cheminement, l’analyse complète de tous les isolats s’avérait très complexe et 
fastidieuse. Pour cette raison, une sélection de clones isolés lors de certains 
passages a été effectuée suite à l’observation des profils de croissance des deux 
bactéries regroupant tous les passages. Les deux expériences effectuées en biofilm 
mixte ont été analysées de façon individuelle. Les résultats de dénombrements 
bactériens obtenus en UFC/ml lors du suivi #1 démontrent des fluctuations de la 
présence de S. aureus (Fig 3.1A). De façon intéressante, au cours des 20 passages, 
la charge bactérienne représentée par S. aureus après 24h de co-culture statique a 
été retrouvée de façon inférieure, comparable ainsi que supérieure à la confluence de 
l’inoculum de départ (5,0 x107 UFC/ml). De plus, les proportions décelées et 
représentées sous forme de pourcentage de la charge microbienne totale récupérée 
après 24 heures démontrent bien que lors de certains passages du biofilm, S. aureus  
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fut représenté à des niveaux comparables à ceux détectés pour  P. aeruginosa, mais 
également à des niveaux radicalement inférieurs ou supérieurs (Fig 3.1B). Quant aux 
dénombrements bactériens effectués sur P. aeruginosa, ils s’avèrent être plutôt 
stables et témoignent d’une présence augmentée d’au moins 3 log10UFC/ml 
comparativement à la population initiale (5,0 x106 UFC/ml) à chacun des différents 
passages (Fig 3.1A). Contrairement à sa contre-partie, P. aeruginosa ne semble pas 
du tout affecté dans sa croissance de façon générale compte tenu de sa dominance 
quasi complète sur S. aureus, apparente par les concentrations bactériennes élevées 
détectées, allant jusqu’à 4,1 x 1011 UFC/ml par moment (Fig 3.1A). Cela dit, il est à 
noté qu’au 12e passage, après 24 heures sous les mêmes conditions, une 
recrudescence de S. aureus lui permit d’occuper 85,7 % du biofilm mixte total avec 
7,8 x 1010 UFC/ml, alors que P. aeruginosa a décliné à 14,3 % avec 1,3 x 1010 
UFC/ml (Fig 3.1A,B). Afin de représenter adéquatement l’ensemble de ces 
évènements de la coexistence dans la recherche de phénotypes altérés, les 
passages sélectionnés pour l’analyse des clones isolés du suivi #1 sont les suivants : 
1-2-4-9-12-13-17-20.  
 
Par ailleurs, le suivi #2 de biofilm mixte fut analysé de la même façon. De 
façon surprenante, ce qui pouvait sembler être une succession d’évènements 
aléatoires dans le cadre du suivi #1 s’est avéré être des indicateurs de phénomènes 
semblables qui surviendraient lors du suivi #2. Une chute marquée de la charge 
bactérienne de S. aureus fut observée au passage 5 du suivi #2, qualificativement 
comparable à celle perçue au passage 4 du suivi #1 (Fig 3.1A, C). Dans les deux 
cas, une fluctuation qui semble présenter une tendance vers une stabilité est 
apparente chez S. aureus, plus particulièrement dans le cadre du suivi #2. Non 
seulement les populations dénombrées semblent se stabiliser lors des quatre 
derniers passages, leur niveau se rapproche grandement aux décomptes obtenus 
pour P. aeruginosa (Fig 3.1A, C). De toute évidence, la présence de P. aeruginosa 
semble occasionner moins d’impact sur la division de S. aureus, puisque cette 
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dernière fut récupérée à des niveaux apparentés à P. aeruginosa. Remarquons que 
les dénombrements en UFC/ml de P. aeruginosa n’ont pas diminué lors de ces 
quatre passages. C’est en effet plutôt S. aureus qui ont démontré une recrudescence 
de sa facilité à se diviser en présence de P. aeruginosa, démontrant une différence 
d’environ 4 log10, passant de 7,9 x 106 à 1,4 x 1010 UFC/ ml entre le 16e et le 17e 
passage (Fig 3.1C). En observant les proportions du biofilm mixte représentées par 
les deux espèces dans le suivi #2, on remarque quelques similarités avec les 
résultats obtenus dans le cadre du premier suivi. Tout comme dans le cadre du 
suivi#1, P. aeruginosa fut retrouvé de façon fortement majoritaire dans la plupart des 
passages expérimentaux effectués. Cela dit, les deux suivis sont marqués de certains 
évènements notables par une croissance plus marquée de S. aureus. En effet, les 
deux suivis démontrent des niveaux détections de S. aureus, notamment au passage 
P13 du suivi #1 et P14 du suivi #2, représentant des proportions du biofilm mixte 
nettement supérieures que celles observées durant les précédents (Fig 3.1B, D). De 
façon surprenante, les dénombrements de P. aeruginosa lors de ces mêmes 
passages ne diminuent pas de façon marquée, suggérant plutôt une plus grande 
croissance de S. aureus (Fig 3.1A, C).  
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Figure 3.1 Suivi de la population bactérienne de S. aureus (●) et P. aeruginosa 
(○) après 24h de croissance en biofilm mixte suite aux passages séquentiels, 
représentés en A) UFC/ml et en B) proportion (%) pour la première expérience. La 
même analyse graphique de la deuxième expérience est représentée en C) et D). 
 
3.3 Émergence de morphotypes séquentiels durant les passages en biofilm 
mixte 
 
 Durant les différents suivis effectués en biofilm statique, une attention 
particulière fut portée à la différentiation ou à l’apparition de phénotypes de 
croissance. L’aspect des colonies isolées sur boîtes de Petri à chacun des passages, 
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dans chacune des conditions, ainsi que leur abondance a été documentée. Aucune 
altération de phénotypes n’a été remarquée au niveau des conditions contrôles 
(mono-culture P. aeruginosa, mono-culture S. aureus, S. aureus avec HQNO, S. 
aureus avec surnageant PA14) (résultats non montrés). Ceci dit, différents aspects 
phénotypiques ont été décelés au moment de l’isolement des UFC dans le cadre des 
deux suivis effectués en co-culture mixte combinant P. aeruginosa PA14 et S. aureus 
CF07L. Premièrement, on a qualifié de «non mucoïde» un morphotype de colonie de 
P. aeruginosa qui a été observé pour la première fois au 3e passage du premier suivi 
et qui présentait un aspect de colonie moins évasé que celui qu’on associait au 
typique PA14 (Fig 3.2 A, B). Le phénotype «non mucoïde» a représenté une 
proportion majoritaire à tous les passages où il a été détecté (Fig 3.2 A). Le 
phénotype «non mucoïde» a été retrouvé dans l’analyse des quatre derniers 
passages du suivi #1 et, selon les comptes d’UFC, les observations suggèrent que 
les charges représentées par les deux différents morphotypes de P. aeruginosa se 
rapprochent d’une équivalence (Fig 3.2 B). 
 
.  De façon intéressante, un phénomène semblable a été observé dans la 
réalisation du deuxième suivi de co-existence en biofilm mixte. Deux phénotypes de 
croissance sur Petri ont résulté des 20 passages de culture. Après seulement 3 
passages, un nouveau phénotype à petites colonies est devenu dominant, 
représentant plus de 60% de la présence de P. aeruginosa (Fig 3.2 C). D’un aspect 
rugueux et de très petite taille, les colonies de ce nouveau phénotype respectent la 
définition proposée pour le phénotype «rugose Small Colony Variant» (RSCV), 
documenté précédemment (Starkey 2009). Le phénotype régulier associé à PA14 a 
été détecté durant la totalité des passages, de façon minoritaire (Fig 3.2 C). Le 
nombre d’UFC/ml comptabilisé pour le phénotype normal et le phénotype RSCV 
démontre une certaine stabilité pour la totalité du suivi, ce qui suggère qu’on observe 
l’émergence d’une sous-population de P. aeruginosa qui ne se dirige pas vers un 
remplacement de la population au phénotype normal (Fig 3.2 D). En comparant les 
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dénombrements totaux de P. aeruginosa, on a remarqué des nombres d’UFC 
supérieurs dans les deux suivis mixtes que dans la condition contrôle (PA14 
seulement) (résultats  non montrés).  
 
 Contrairement à P. aeruginosa, aucune sous-population de S. aureus n’a été 
constatée ni de changement visuel important de phénotype n’a été observé dans 
aucune des conditions testées.   
Figure 3.2 Détection des phénotypes. Quantification des phénotypes de 
croissance mucoïde (●) et non mucoïde (○) observés chez P. aeruginosa au cours 
des passages du suivi #1 sous forme de A) proportion (%) et B) UFC/ml. Évaluation 
de la présence des sous-populations de morphotype normal (♦) et du morphotype 
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RSCV (♦) de P. aeruginosa à chacun des passages lors du suivi #2 de biofilm mixte 
sous forme de C) proportion (%) et D) UFC/ml. 
 
3.4 Caractérisation de virulence des isolats séquentiels de P. aeruginosa 
 
 Dans le but d’approfondir la description des isolats séquentiels, dont ceux 
présentant différents phénotypes, nous avons caractérisé l’expression de certains 
facteurs de virulence par des clones de chaque espèce issus du biofilm mixte. Nous 
avons également observé l’effet de surnageant de culture d’isolats séquentiels de P. 
aeruginosa sur le biofilm de S. aureus  CF07L, tel que décrit au chapitre 2. Pour S. 
aureus nous avons comparé la production de biofilm, la sécrétion de protéases, 
l’hydrolyse de l’ADN (DNase) ainsi que la capacité d’hémolyse de différents clones 
séquentiels avec la souche initiale (CF07L). Aucune différence notable n’a été 
détectée en ce qui concerne la sécrétion de DNases, protéases ou d’hémolysines, 
tant en regardant la production par les clones de biofilm en mono-culture, co-culture 
et de la souche initiale (résultats non montrés). D’une manière semblable, 
l’expression de différents facteurs de virulence associés à P. aeruginosa ont fait 
l’objet d’analyses. La libération de congo-Red par l’hydrolyse de l’élastine sur une 
molécule commerciale élastine-congoRed a été mesurée par densité optique à 
495nm afin de caractériser la production d’élastases par les différents isolats. 
L’activité élastolytique des surnageant de culture de PA14 et du mutant isogénique 
lasR/rhlR ont servi de témoin positif et négatif, respectivement. Des différences 
importantes ont été soulevées dans l’analyse des résultats observés. Les isolats de 
différents phénotypes isolés du suivi #1 ont présenté beaucoup de variation dans leur 
production d’élastase. Les isolats «mucoïdes» ainsi que les «non-mucoïdes » de 
certains passages ont démontré des résultats significativement supérieurs à ceux de 
la souche initiale PA14 alors que ceux provenant d’autres passages ont démontré 
des productions significativement inférieures (résultats non montrés). Il est 
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intéressant de noter que les résultats obtenus pour chacun des passages et chacun 
des phénotypes ont été hautement reproductibles. Il est également important de 
rapporter que le suivi effectué en mono-culture de P. aeruginosa a également 
procurer des clones séquentiels dont les productions d’élastases sont 
significativement différentes de celle mesurée avec la souche initiale PA14, soit en 
infériorité ou en supériorité,même si les phénotypes sont apparentés. Pour ce qui est 
du deuxième suivi en co-culture, de façon générale, il a été observé que le phénotype 
RSCV produit des niveaux inférieurs d’élastases que PA14. Par ailleurs, les isolats 
présentant un aspect typique sont, d’ordre général, de plus forts ou semblables 
producteurs d’élastases (résultats non montrés).  Dans le cas échéant, les résultats 
ne suggèrent pas que la présence de S. aureus a nécessairement jouer un rôle dans 
la modulation d’expression d’élastases. 
 
Un caractère important, décelé rapidement, est la capacité à former du biofilm 
par les différents morphotypes de P. aeruginosa. En croissance liquide, les cultures 
comprenant un phénotype RSCV dans leur composition démontraient des dépôts 
plus importants sur les parois de récipients, correspondants au biofilm bactérien. 
Pour définir de façon spécifique la formation de biofilm des différents morphotypes de 
croissance, on a procédé à la coloration du biofilm au violet de cristal pour chacun 
des phénotypes décelés au 20e passage de croissance. Dans le cadre du suivi de 
biofilm mixte #1, le phénotype de croissance arborant un aspect plus mucoïde produit 
significativement plus de biofilm que la condition contrôle (PA14 après 20 passages 
de mono-culture) et le phénotype «non mucoïde» (Fig 3.3 A). Tel qu’attendu, ce 
dernier morphotype produit un biofilm semblable à celui produit par l’isolat de mono-
culture. Par ailleurs, les résultats observés en comparant le biofilm produit par les 
différents isolats issus du suivi #2 présentent des patrons de biofilm distincts de la 
condition contrôle. Premièrement et de façon surprenante, la sous-population de P. 
aeruginosa associé au phénotype de croissance typique, mais provenant de la co-
culture, présente une capacité de formation du biofilm inférieure à celle du P. 
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aeruginosa isolé de la mono-culture (Fig 3.3 B). D’une autre part, la population 
RSCV, ayant subi 20 passages de co-culture avec S. aureus, produit 
significativement plus de biofilm que l’isolat contrôle (Fig 3.3 B).Il sera intéressant 
d’investiguer ces traits spécifiques, car ceci pourrait expliquer, en partie du moins, le 
rôle qu’a joué chacun des phénotypes de P. aeruginosa, dans la co-existence des 
deux morphotypes ensemble, mais également avec S. aureus.  
Figure 3.3 : Production de biofilm par P. aeruginosa PA14 après 20 passages 
séquentiels en mono-culture et par différents morphotypes distincts obtenus de co-
culture avec S. aureus après 20 passages du suivi #1 (A) et du suivi #2 (B). Les 
résultats ont été analysés par ANOVA suivi du test de Tukey. 
 
En connaissant les différentes réponses possibles de S. aureus au surnageant 
de P. aeruginosa, au niveau de la production de biofilm, différentes paires de P. 
aeruginosa et S. aureus provenant du biofilm In vitro ont été utilisées pour performer 
des essais de stimulation de biofilm. Aucun changement n’a été retrouvé en ce qui 
concerne la capacité du surnageant de P. aeruginosa à influencer le biofilm de S. 
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aureus, ni dans la situation inverse où on observe des changements dans la réponse 
de S. aureus au surnageant de P. aeruginosa. les paires d’isolats testées 
combinaient les clones de la co-existence entre eux et avec les souches contrôles 
(initiales). Des comparaisons ont également été faite avec la paire de souches 
initiales (PA14/CF07L). Des tests ont également été conduits afin de doser la 
pyocyanine ainsi que pour caractériser la mobilité des différents isolats obtenus par 
les différentes conditions de biofilm séquentiel testées. Aucun résultat notable n’a été 
soulevé par ces analyses.  
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 La présente étude a été conduite afin d’approfondir les connaissances en ce 
qui concerne l’importance des interactions polymicrobiennes dans l’établissement 
d’infections chroniques respiratoires en fibrose kystique. Il devient de plus en plus 
apparent que les espèces bactériennes constituant le microbiome pulmonaire associé 
à la fibrose kystique puissent interagir ensemble ou s’adapter à une présence 
commune dans le processus de cohabitation de même que dans la progression 
d’infections (Sibley 2009; Sibley 2011; Hauser 2011). L’analyse du microbiome FK 
dans son ensemble est un travail de très longue durée et fastidieux puisque de 
récentes évidences démontrent que la santé respiratoire du patient et le niveau de 
richesse de la diversité microbienne semblent positivement corrélés (Twomey 2013; 
Conrad 2013). Il va sans dire que la physiologie du patient varie également d’un 
individu à l’autre, ayant possiblement des effets également sur la composition de la 
flore bactérienne pulmonaire (Lim 2013). L’analyse à plus petite échelle, en regardant 
de plus petites combinaisons d’espèces, peut procurer d’importants indices sur 
l’établissement d’infections polymicrobiennes. Dans cet ordre d’idées, de nombreuses 
études récentes en fibrose kystique s’intéressent à la recherche d’interactions 
interspécifiques entre différentes espèces d’importance (Zemanick 2011; Peters 
2012; Klepac-Ceraj 2010; Jones 2004; Huang 2011; Filkins 2012; Bragonzi 2012). 
Dans le cas échéant, les deux pathogènes les plus prévalents dans les infections 
respiratoires en FK, soit S. aureus et P. aeruginosa, ont été étudiés dans le but de 
possiblement mieux comprendre la grande persistance de ces deux espèces dans 
65 
leur contexte. Tous les deux ont hautement été caractérisés pour leur régulation 
sophistiquée. Chaque espèce possède un système bien connu de communication 
cellulaire qui leur permet de réguler de façon adéquate leur croissance et l’expression 
de nombreux facteurs de virulence. Sur une base individuelle, on associe 
grandement les phases d’exacerbations des patients à la présence de P. aeruginosa 
tandis qu’on reconnaît S. aureus par sa difficulté d’éradication, expliquée par une 
grande capacité à se dissimuler et évader les défenses de l’hôte. Tous deux 
possèdent également une grande plasticité génomique, permettant l’acquisition aisée 
de modifications génétiques, contribuant à augmenter leur adaptabilité (Prunier 2003; 
Oliver 2000; Hogardt 2007; Driffield 2008; Ciofu 2010; Besier 2008). Cette dernière 
caractéristique explique pourquoi de nombreux génotypes, et donc de phénotypes, 
de P. aeruginosa et S. aureus ont été retrouvés dans l’environnement pulmonaire 
associé à la FK. Ces éléments concordent également avec les résultats de cette 
étude. 
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Table 4.1 : Caractéristiques des isolats cliniques de P. aeruginosa et PA14 
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Une banque d’isolats cliniques comprenant des souches de P. aeruginosa et  
S. aureus parfois isolés de patients communs a été caractérisée afin de détecter de 
possibles interactions spécifiques entre les deux espèces. On savait déjà que le 
biofilm de S. aureus peut être augmenté en présence de HQNO de P. aeruginosa In 
vitro lors d’expériences avec des souches de référence (Mitchell 2010b). Avec 
l’objectif de voir si des phénomènes semblables étaient possibles par l’usage de 
souches cliniques, la capacité de tous les isolats cliniques de P. aeruginosa, isolés 
d’une cohorte de 31 patients à stimuler le biofilm de S. aureus a été évaluée avec 
une souche clinique préalablement caractérisée de S. aureus. L’analyse simultanée 
de la production de molécules signale et de virulence par les différentes souches de 
P. aeruginosa a permis de définir multiples situations possibles quant à ce qui 
pourrait être observé In vivo (Table 4.1). L’étude des exoproduits a confirmé l’effet 
antagoniste connu de différentes molécules de P. aeruginosa sur la croissance 
planctonique de S. aureus, mais également qu’une grande production d’exoproduits 
pouvait aussi être liée à une stimulation du biofilm (Fig 4.1) (Machan 1992; 
Jayaseelan 2013). Nos résultats ont confirmé qu’une grande hétérogénéité existait 
parmi les souches de P. aeruginosa retrouvée en FK. Avec le tiers des souches 
capables de stimuler de façon significative le biofilm d’une seule souche de S. 
aureus, les résultats permettent de proposer l’hypothèse que les deux tiers restants 
ont perdu cette capacité. Ces observations vont de pair avec celles décrites par 
d’autres groupes de recherche, notamment, en lien avec la forte émergence de 
mutants lasR associée au caractère chronique de certaines infections à P. 
aeruginosa dans les poumons de patients atteints de fibrose kystique (Hogardt 2007; 
Hoffman 2009; Heurlier 2005). Le travail de cette étude a également porté sur 
l’adaptation réciproque des deux espèces et constitue une des premières preuves de 
ce qu’on pourrait qualifier de résilience, potentiellement due à une coexistence dans 
le poumon du patient, de la virulence des deux importants pathogènes (Zhao 2012; 
Stressmann 2012). L’étude des co-isolats, ces souches de P. aeruginosa et S. 
aureus issues de patients communs, a permis de démontrer l’évidence que le 
phénomène observé est interspécifique puisque deux composantes sont requises : la 
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production d’un stimulus par P. aeruginosa et une réponse non altérée de S. aureus. 
Un modèle In vitro a été développé pour tenter de mettre en relief les effets d’une 
coexistence de P. aeruginosa et S. aureus. De nouvelles analyses pourraient 
permettre de soutenir, de façon indéniable, que la coexistence avec S. aureus est la 
cause principale de l’émergence de phénotypes distincts tel que discuté au chapitre 
3. Cependant, les phénotypes atypiques observés l’ont été seulement dans les 
conditions qui réunissaient les deux bactéries ensemble. De plus, le phénotype qu’on 
a qualifié de RSCV semble correspondre à la description faite par d’autres groupes 
d’un morphotype semblable retrouvé dans les voies respiratoires de patients atteints 
de FK. Tout comme dans cette étude, ce phénotype a été associé à une forte 
production de biofilm et considéré pertinent dans l’établissement chronique (Starkey 
2009). Dans leur ensemble, les résultats de cette étude placent en première instance, 
l’étude des interactions microbiennes dans un environnement qui est favorable à leur 
mise en place, soit les voies respiratoires de patients atteints de fibrose kystique. Les 
résultats suggèrent également que l’apparition de sous-populations microbiennes 
peut se faire rapidement et potentiellement en réponse à une autre espèce 
bactérienne retrouvée dans le mucus pulmonaire.  
 
69 
 Figure 4.1 Distribution des isolats de P. aeruginosa selon leur inhibition de la 
croissance de S. aureus CF07L selon (A) la capacité de stimulation du biofilm (B) la 
production de HQNO (C) de PQS (D) rhamnolipides (E) pyocyanine (F) HHQ ainsi 








L’étude des interactions polymicrobiennes dans l’établissement d’infections est 
importante dans la compréhension du déroulement des infections bactériennes 
associées à la fibrose kystique ainsi que dans le développement de nouvelles 
stratégies thérapeutiques. Les résultats de séquençage génomique d’isolats cliniques 
utilisés dans le cadre de cette étude permettront potentiellement de trouver de 
nouveaux indices au niveau de la mécanistique englobant les adaptations de S. 
aureus à P. aeruginosa et vice-versa. Des études comme celle présentée ici mettent 
en lumière les relations possibles entre individus d’espèces différentes au niveau 
microbien. Bien qu’on s’y intéresse de plus en plus dans le contexte associé à la 
fibrose kystique, il ne serait pas surprenant que cette réalité existe dans de multiples 
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